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Apaf-1: Factor 1 de activación de proteasas apoptóticas   
Asn: Asparagina 
ATP: Adenosín trifosfato 
Bax: Proteína X asociada a Bcl-2 
Bcl: Proto-oncogen de “linfoma de células B” 
BSA: Seroalbúmina bovina  
CBP: Proteína de unión a CREB (CREB binding protein) 
Cdc: Ciclina (Ciclo de división celular) 
Cdk: Quinasa dependiente de ciclina (Cyclin dependent kinase) 
cDNA: DNA complementario 
CK-2: Caseín quinasa 2 (Casein kinase 2) 
ConA: Concanavalina A 
c.p.m.: Cuentas por minuto  
DAPI: 4´,6-diamino-fenilindol 
DMEM: Medio esencial mínimo de Eagle modificado por Dulbecco 
DMP: Dimetilpimelimidato  
DMSO: Dimetil sulfóxido 
DNA: Ácido desoxirribonucleico 
DTT: Ditiotreitol 
EBNA3C: Antígeno nuclear 3C del virus Epstein-Barr 
EDTA: Ácido etilendiaminotetracético 
EGTA: Ácido etilenglicoltetracético 
FBP: Fructosa 1,6-bisfosfato  
FBS: Suero fetal bovino 
F45 SA: Fraccionado 45% sulfato amónico 
F75 SA: Fraccionado 75% sulfato amónico 
Glu: Glutamato 





HEPES: Ácido N-2-hidroxietilpiperacina-N´-2´-etanesulfónico 
HIF-1: Factor 1 inducible por hipoxia 
HMT: Metiltransferasa de histonas 
HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución (High performance liquid 
chromatography) 
HRE: Elementos de respuesta a hipoxia 
HRP: Peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase) 




INHAT: Complejo inhibidor de acetiltransferasas de histonas 
IP: Inmunoprecipitación 
kb: kilobase   
kDa: kilodalton 
LB: Medio de cultivo Luria-Bertani 
LDH: Lactato deshidrogenasa  
MAP: Proteínas activadas por mitógenos (Mitogen-activated proteins) 
MHC: Complejo principal de histocompatibilidad (Major histocompability complex)  
mRNA: RNA mensajero 
NADH: Dinucleótido de nicotinamida y adenina (forma reducida) 
NP-40: Nonidet P-40  
NF-KB: Factor nuclear KB 
Oct: Factor de transcripción de unión al octámero 
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PBS: Tampón fosfato salino (Phosphate buffered saline) 
PCNA: Antígeno nuclear de células en proliferación 
PEP: Fosfoenolpiruvato  
pI: punto isoeléctrico 
PK: Piruvato quinasa (Pyruvate kinase) 
PKA: Proteína quinasa A (Protein kinase A) 





PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
ProTα: Protimosina α 
ProTα T7A: Protimosina α mutada en posición 7 (treonina por alanina) 
ProTαK: Proteína quinasa de la ProTα (ProTα kinase) 
PVDF: Polifluoruro de vinilideno  
Raf: Factor activado por ras 
RNA: Ácido ribonucleico 
RNAi: RNA de interferencia 
RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute 
SA: Sulfato amónico 
SD: Desviación estándar (Standard deviation)  
SDS: Dodecilsulfato sódico 
Ser: serina 
siRNA: Moléculas pequeñas de RNA de interferencia (small interfering RNA) 
SMAC: Segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria 
STATs: Proteínas transductoras de señal y activadoras de la transcripción (signal     
transducers and activators of transcription) 
T3: 3, 3´, 5-triiodo-L-tironina 
TAE: Tampón tris acetato EDTA  
Tα1: Timosina α1 
Tα11: Timosina α11 
TBS: Tampón tris salino (Tris-buffered saline) 
TF5: Fracción de timosina 5 
Thr: Treonina (threonine) 
TNF: Factor de necrosis tumoral 
tProTα: ProTα truncada 






























1. LAS TIMOSINAS…………………………………………………………………………………………….5 
2. LAS TIMOSINAS α Y SU PRECURSOR………………………………………………………………7 
3. ESTRUCTURA DE LA PROTIMOSINA α Y SU EXPRESIÓN  
EN LOS DIFERENTES TEJIDOS…………………………………………………………………………9 
4. GENES DE LA PROTIMOSINA α…………………………………………………………………….15 
5. CONCENTRACIÓN Y DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DE LA PROTIMOSINA α…….17 
6. EVOLUCIÓN POST-BIOSÍNTESIS Y FUNCIÓN BIOLÓGICA DE LA  
PROTIMOSINA α…………………………………………………………………………………….……20 
6.1. PROTIMOSINA α Y PROLIFERACIÓN CELULAR………………………………………21 
6.2. PROTIMOSINA α Y ACTIVIDAD REMODELADORA DE LA CROMATINA…..24 
i. Interacción de la protimosina α con las histonas…………………………..24 
ii. Interacción de la protimosina α con la proteína de unión  
a CREP (CBP) y potenciación de la transcripción……………………………29 
iii. Interacción de la protimosina α con la acetiltransferasa  
de histonas p300…………………………………………………………………………..30 
iv. Interacción de la protimosina α con el represor del  
receptor de estrógeno…………………………………………………………………..31 
v. Asociación de la protimosina α con la oncoproteína  
SET e implicación en la descondensación de la cromatina…………….31 
vi. Interacción de la protimosina α con el transductor de  
la señal y activador de la transcripción 3 (STAT3)………………………….32 
vii. Interacción de la protimosina α con proteínas  
de la replicación celular…………………………………………………………………33 








6.3. PROTIMOSINA α Y APOPTOSIS…………………………………………………………….34 
i. Inhibición de la activación de la caspasa 3 mediante el bloqueo  
de la formación del apoptosoma mediado por la protimosina α……35 
ii. Regulación de la apoptosis mediante el complejo  
p8/protimosina α..............................................................................38 
iii. Actividad antiapoptótica de la protimosina α regulada  
por la proteína HuR……………………………………………………………………....39 
iv. La protimosina α y SET como reguladores de la apoptosis…………....40 
v. Fragmentación de la protimosina α en apoptosis………………………….40 
 
6.4. PROTIMOSINA α Y ESTRÉS OXIDATIVO…………………………………………………43 
6.5. PROTEOLISIS DE LA PROTIMOSINA α……………………………………………………44 
6.6. LA FOSFORILACIÓN DE LA PROTIMOSINA α………………………………………...47 
i. Fosforilación de la protimosina α y proliferación celular……………….47 
ii. Caracterización de la enzima quinasa responsable de la  
fosforilación de la protimosina α en células en proliferación…….…..49 
 
a. Caracterización preliminar de la proteína quinasa  
de la protimosina α (ProTαK)………………………………………………..…...49 
b. Sustratos y especifidad de la ProTαK…………………………………………..50 
c. Actividad de la proteína quinasa de la protimosina α en  
diferentes tipos celulares……………………………………………………..…….50 
d. Fosforilación de la protimosina α por la ProTαK  
en células activadas para proliferar...............................................51 
e. Regulación de la ProTαK por  
procesos de fosforilación/desfosforilación.....................................51 
 
iii. Actividad ProTαK y significado biológico de la  









1. LAS TIMOSINAS 
El papel esencial del timo en el desarrollo del sistema inmune se ha dirigido a la 
búsqueda intensiva, aislamiento e identificación de los factores tímicos biológicamente 
activos que pueden suplir muchas de las deficiencias ocasionadas por su extirpación, o 
potenciar la competencia inmunológica en individuos normales. A mediados de los 
sesenta, una fracción de timo de ternera denominada timosina [Goldstein et al., 1966] 
mostró que potenciaba la inmunofunción en varios sistemas in vitro e in vivo [revisado 
en Low et al., 1985]. La preparación de timosina mejor conocida es un extracto de timo 
de ternera denominado fracción de timosina 5 (TF5), la cual contiene unos 30 
polipéptidos termoestables con un peso molecular comprendido entre los 1000 y 
15000 daltons [Goldstein et al., 1972; Hooper et al., 1975; Low et al., 1979a]. El 
sistema de nomenclatura para las timosinas está basado en su punto isoeléctrico (pI): 
α para pI menores de 5, β para pI entre 5 y 7, y  γ para pI mayores de 7 (indicado en la 
figura 1A). 
El componente más característico de la TF5 es un polipéptido ácido (pI 4.2) 
denominado timosina α1 (Tα1). Este polipéptido fue el primer componente de la TF5 en 
ser purificado y secuenciado [Goldstein et al., 1977]: es un polipéptido de 28 
aminoácidos, con una serina acetilada en el fragmento N-terminal y sin residuos 
aromáticos ni azufrados. 
Otro componente α de la TF5 fue purificado más tarde y establecida su secuencia: la 
timosina α11 (Tα11) [Caldarella et al., 1983]. La Tα11 es un polipéptido de 35 
aminoácidos relacionado estructuralmente con la Tα1, pero contiene 7 aminoácidos 
adicionales en su extremo C-terminal. Este polipéptido es aproximadamente 4 veces 
menos abundante que la Tα1 en la TF5, aunque muestra una actividad similar a la Tα1 







Los componentes β de la TF5 también han sido aislados y secuenciados. La timosina β1 
ha sido identificada como ubiquitina [Low et al., 1979b]; la timosina β4 (el miembro 
más abundante de esta familia de péptidos) [Low et al., 1981] y sus homólogos β8, β9 
[Hannappel et al., 1982b] y β10 [Hall et al., 1990], así como sus derivados, han sido 
también aislados y sus estructuras establecidas.  
Los efectos de las β-timosinas en la función inmunológica, de acuerdo con diversos 
ensayos biológicos [Low et al., 1985], son menos relevantes que los de las α-timosinas. 
La ubicua distribución de las β-timosinas en extractos de tejidos de mamíferos 
[Hannappel et al., 1982a], aves y anfibios [Erickson-Vitanen et al., 1982], así como su 
expresión génica en diversos tejidos animales [Gómez-Márquez et al., 1989a, 1996; 
Gómez-Márquez & Anadón, 2002], sugieren fuertemente que las β-timosinas tienen 
una función biológica más generalizada (incluso funciones celulares no relacionadas 
específicamente con el sistema inmune han sido descritas [revisado en Huff et al., 
2001]). En este sentido, las β-timosinas han sido caracterizadas como proteínas de 
unión a actina, y la función bioquímica de la timosina β4 como péptido regulador de los 
mecanismos de polimeración de la actina es bien conocida [Safer et al., 1990, 1991; 
Vancompernolle et al., 1992;  Huff et al., 1995; Huff & Hannappel, 1997].  
La timosina β4 está implicada en la reparación de tejidos lesionados [Goldstein et al., 
2005], en procesos de angiogénesis [Malinda et al., 1997] y neovascularización [Smart 
et al., 2007], en la movilidad celular, sinaptogénesis y otros fases relacionadas con la 
plasticidad sináptica [Bamburg & Bernstein, 1991], en la diferenciación neuronal 
[Carpintero et al., 1995] y en el desarrollo cardiovascular [Gómez-Márquez et al., 
1996]. Así, en estas y otras actividades biológicas (en las que la actina tiene un papel 
crucial) la timosina β4 participa controlando el remodelado del citoesqueleto celular.  
 












2. LAS TIMOSINAS α Y SU PRECURSOR 
La glandula tímica es un órgano linfoide en el que se produce la inmunocapacitación de 
los linfocitos T, responsables tanto de la inmunidad humoral como de la celular. A las 
timosinas α se les atribuía un papel como señalizadores  moleculares de los linfocitos T 
en el timo, influenciando su diferenciación e inmunocapacitación dentro de este 
órgano. La interacción de las timosinas, y otros componentes del medio intratímico, 
con los linfocitos inmunológicamente incompetentes recién llegados a este órgano, 
procedentes de la médula ósea, propiciaría la generación de las diferentes poblaciones 
de linfocitos T capaces de ejercer la actividad inmunológica después de su exportación 
del timo a los demás tejidos del sistema inmune. Estas poblaciones de linfocitos T 
diferenciados: células CD4+, CD8+, y linfocitos T de memoria, son las responsables de 
la inmunidad celular y también de la inmunidad humoral, puesto que cooperan con la 
actividad de los linfocitos B [Low & Goldstein, 1985]. 
La importancia aparente de las α-timosinas como efectores del desarrollo y de la 
función de los linfocitos dependientes del timo animó, desde 1977, la investigación 
dirigida a caracterizar el origen celular de estos polipéptidos y su función biológica. 
Entre estos péptidos tímicos, la timosina α1 era el más característico, siendo éste el 
primero en ser purificado [Goldstein et al., 1977]. El descubrimiento posterior de dos 
péptidos, la Tα11 y la des-timosina α1, que poseían la misma secuencia que la Tα1 en su 
extremo amino terminal [Caldarella et al., 1983], apoyaba la idea de la existencia de un 
precursor común. 
La estrategia seguida para investigar si estos péptidos podrían estar sintetizados a 
partir de un precursor común  fue la caracterización de los productos de la traducción 
in vitro de los mRNAs aislados de timo de ternera, empleando anticuerpos contra la 
timosina α1. El análisis estructural de los productos inmunoprecipitados demostró la 
existencia de una proteína de 16 kDa (determinada mediante el protocolo de Weber & 
Osborn, 1969: en SDS-PAGE a pH 7) que incluye a la Tα1 en su secuencia [Freire et al., 
1978]. El aislamiento del mRNA que codifica para esta proteína [Freire et al., 1981; 






hipótesis original: la Tα1 y quizás la Tα11 eran generadas por proteolisis de un péptido 
de mayor tamaño. 
Posteriormente, este precursor fue aislado y secuenciado de extractos de timo de rata  
[Haritos et al., 1984b; Haritos et al., 1985a] usando procedimientos que minimizaban 
la actividad proteolítica: el análisis de los componentes de los extractos tímicos 
preparados en estas condiciones indicaron la ausencia de la Tα1 y la presencia de un 
polipéptido de mayor longitud con la secuencia de la Tα1 en su extremo N-terminal, y 
que mostraba las características del precursor descrito previamente [Haritos et al., 
1984a]. A esta proteína (figura 1B), de secuencia muy conservada y que contiene en su 
estructura (en su extremo N-terminal) la secuencia de las timosinas α (figura 1C), se la 
denominó protimosina α (ProTα). 
 
Figura 1. Composición de la TF5 de timo de ternera (A) y secuencia de la protimosina α (B) y de las 







3. ESTRUCTURA DE LA PROTIMOSINA α Y SU 
EXPRESIÓN EN LOS DIFERENTES TEJIDOS 
Posteriormente, la ProTα fue aislada en diferentes tejidos y secuenciada en humanos 
[Pan et al., 1986], ternera [Panneerselvam et al., 1988], cerdo [Economou et al., 1988], 
ratón [Low et al., 1990] y cabra [Frillingos et al., 1991]. Su estructura primaria se 
confirmó por secuenciación de su cDNA procedente de células humanas [Eschenfeldt & 
Berger, 1986; Goodall et al., 1986; Gómez-Márquez et al., 1989b]. Polipéptidos 
similares a la ProTα han sido hallados en otros vertebrados, incluyendo pollo y trucha, 
a concentraciones 30 veces menores que las encontradas en timo de ternera [Yialouris 
et al., 1988]; mientras que el mRNA de una proteína acídica que muestra una fuerte 
homología en su secuencia con la ProTα de mamíferos ha sido encontrado en rana, 
aunque los niveles celulares de esta proteína no han sido determinados [Aniello et al., 
2002]. Al mismo tiempo, la ProTα procedente de rata [Frangou-Lazaridis et al., 1988], 
ratón [Schmidt et al., 1991], y cerdo [Wintero et al., 1996] fueron clonadas y sus cDNA 
secuenciados. 
Los resultados de estos trabajos concluyeron las siguientes características de esta 
proteína: 
- La amplia distribución tisular de la ProTα, así como la elevada concentración a 
la que esta proteína está presente en las células (del orden de 0.2 pg/célula) 
[Franco et al., 1992], muy superior a la de una hormona. De esto se deducen 
dos importantes consideraciones: a) la presencia generalizada de la ProTα en 
los diferentes tejidos es indicativa de una función básica de esta proteína en la 
actividad de las células de mamífero no relacionada exclusivamente con la 
actividad del sistema inmunitario y la inmunocapacitación intratímica de los 
linfocitos T; y b) la concentración preponderante de la ProTα en los diferentes 
tejidos, respecto a los demás polipéptidos timosínicos, parece indicar que esta 







- La ProTα es un polipéptido altamente acídico (pI 3.55, puede considerarse la 
proteína más acídica conocida en animales) con un peso molecular de 12.5 kDa. 
Posee entre 109-111 residuos aminoacídicos de los cuales los 28 primeros se 
corresponden con la secuencia de la timosina α1, mientras que la des-timosina 
α1 y la timosina α11, otros dos péptidos tímicos aislados de timo de rata 
[Caldarella et al., 1983], coinciden respectivamente con los primeros 24 y 35 
aminoácidos. En su secuencia hay una gran proporción de residuos ácidos (Glu 
37% y Asp 25%) que se localizan mayoritariamente en su región central, lo que 
le confiere un carácter ácido y altamente hidrofílico. No posee aminoácidos 
azufrados ni aromáticos (figuras 1B y 2). 
 
- La ProTα humana se presenta en dos isoformas, que difieren en la existencia o 
no de un resto de ácido glutámico en la posición 39 de la molécula [Eschenfeldt 
& Berger, 1986], confirmando los datos obtenidos mediante la secuenciación 
de esta proteína [Pan et al., 1986]. 
 
- La estructura primaria de la ProTα predice estructuras secundarias en hélice α  
y lámina β [Haritos et al., 1985a]; sin embargo, ningún tipo de estructura 
secundaria ha sido detectada en condiciones fisiológicas [Watts et al., 1990;  
Gast et al., 1995]. A pH neutro, la ProTα se mantiene como una cadena no 
plegada, debido probablemente a las repulsiones entre las cargas negativas 
[Watts et al., 1990]. Este hecho podría explicar su comportamiento anómalo en 
cromatografía de filtración molecular, donde se deduce un peso molecular unas 
5 veces superior al que realmente posee [Haritos et al., 1989].  
 
- En cuanto a su estructura cuaternaria, estudios de sedimentación en equilibrio 
en condiciones fisiológicas [Gast et al., 1995; Haritos et al., 1989] demostraron 









- Otras características estructurales destacables de la ProTα con importantes 
implicaciones funcionales son la acetilación de la Ser-N-terminal [Goldstein et 
al., 1977; Michalewsky et al., 1983; Sburlati et al., 1993; Nogueira & Freire, 
1985], la presencia de una señal de localización nuclear en su extremo C-
terminal (TKKQKT) [Gómez-Márquez & Segade, 1988; Manrow et al., 1991; 
Rubtsov et al., 1997] y la existencia en su secuencia de lugares de fosforilación 
para la caseín kinasa 2 (CK-2) en sus extremos amino y carboxi- terminal [Barcia 
et al., 1992] (figura 2B). 
 
Entre las proteínas más reseñables que presentan homología con la ProTα se 
encuentra la paratimosina α, un péptido inicialmente aislado a partir de extractos 
tímicos de rata [Haritos et al., 1985b, c], que se halla distribuido en varios tejidos de 
mamíferos [Clinton et al., 1989] y presenta una similitud del 43% con la ProTα 
[Komiyama et al., 1986], y que se ha demostrado que interviene en el metabolismo de 
carbohidratos [Brand & Heinickel, 1991; Brand et al., 1991]. 
Asimismo, la ProTα  presenta un 47% de homología parcial con la proteína nuclear no 
histónica HMG1 [Otero., 1993]. Además, su dominio acídico central la asemeja a 
ciertos péptidos nucleares que interactúan con histonas, como la nucleoplasmina 
[Laskey et al., 1978], N1/N2 [Kleinschmidt et al., 1986], la nucleolina [Lapeyre et al., 
1987] o la nucleofosmina [Chang et al., 1989]. 
La no detección por Haritos et al., 1984a, de la Tα1 en extractos de timo de rata en 
condiciones de inhibición de la proteolisis, llevó a la hipótesis de que la ProTα era el 
único péptido nativo presente en las células, y que la Tα1 y otros péptidos relacionados 
serían artefactos producidos por la rotura incontrolada de la ProTα durante el proceso 
extractivo, y no el resultado de una proteolisis específica en la célula [revisado en 
Szabo & Weksler, 1992]. Sin embargo, investigaciones en nuestro laboratorio 
demostraron la presencia simultánea de la ProTα y la Tα1 en extractos de timo de 
ternera obtenidos en condiciones de inhibición drástica de la proteolisis [Freire et al., 
1985; Franco et al., 1992], lo que demostraba la producción natural de las timosinas α 






extractos obtenidos por desnaturalización térmica parece ser la causa de que no fuese 
detectada por Haritos et al., en los sobrenadantes de estos extractos. 
 
Figura 2. Secuencia de la ProTα. Panel A: secuencia de aminoácidos de las timosinas α obtenida por 
traducción in vitro de mRNA de timo de ternera. En negrita se muestra la secuencia de la Tα1, dentro de 
la cual los primeros 24 aminoácidos señalados en cursiva se corresponden con la secuencia de la des- 
Tα1, mientras que la secuencia completa de los 35 aminoácidos se corresponde con la Tα11. Panel B: 
secuencia de aminoácidos de la ProTα de rata. En negrita se muestra la secuencia de la Tα1 y en letra 
cursiva la región de residuos ácidos. Ac indica el grupo acetilo, y  los asteriscos marcan la señal de 
migración nuclear. Las secuencias subrayadas se corresponden con las señales de fosforilación para la 
CK-2. Las flechas marcan los residuos fosforilados por la quinasa que fosforila a la ProTα in vivo. Panel C: 
comparación de la estructura primaria de la ProTα humana (2 isoformas), de rata, murina y bovina. En 






Los primeros estudios sobre la expresión de la ProTα en diferentes tejidos se llevaron a 
cabo mediante técnicas de inmunofluorescencia y de radioinmunoensayo. Utilizando la 
técnica de radioinmunoensayo, la ProTα se ha localizado fundamentalmente en timo, 
aunque también se ha encontrado en cerebro, hígado, riñón, pulmón y bazo de rata 
[Haritos et al., 1984b]. En humanos se ha inmunodetectado en timo [Dalakas et al., 
1981], encontrándose altos niveles en leucocitos y, en muy pequeña cantidad, en 
plasma [Panneerselvam et al., 1987], lo cual se atribuyó a contaminaciones a partir de 
la fracción leucocitaria. 
El estudio de la distribución de la ProTα en los diferentes tejidos de ratón realizado en 
nuestro laboratorio [Franco et al., 1992] es coincidente con los niveles de mRNA 
[Bustelo et al., 1991]. Estos niveles fueron profundamente estudiados y mostraron que 
la ProTα se expresa principalmente en tejidos linfoides (figura 3). Además, el estudio 
de la expresión en otros tejidos y células demostró que la ProTα es expresada 
exclusivamente en tejidos de mamíferos.  
 
 
Figura 3. Distribución de la ProTα y expresión del gen de esta proteína en diversos tejidos de ratón.   






Cabe destacar que la ProTα es sintetizada en polisomas libres y carece de secuencia de 
señal secretora [Eschenfeldt et al., 1989], lo que indica que posee un sitio intracelular 
de acción, o que su liberación al medio extracelular ocurre por un mecanismo no 
convencional de secreción.   
Por otra parte, la presencia de la ProTα en el suero [Panneerselvam et al., 1987] y en 
los sobrenadantes de cultivos de timocitos [Franco et al., 1989] debería, quizás, ser 
























4. GENES DE LA PROTα 
Un completo estudio de la estructura del gen de la ProTα humana ha sido realizado 
[Eschenfeldt et al., 1989] con el objetivo de identificar los miembros de la familia 
génica de esta proteína.   
En humanos, el gen para la ProTα forma parte de una familia génica de 6 miembros en 
la que se incluyen 5 pseudogenes procesados, que carecen de intrones y no parece 
que produzcan transcritos in vivo [Manrow et al., 1992; Rubtsov & Vartapetian, 1995], 
con los que posee una homología que varía entre el 30-90%. Ninguno de ellos contiene 
secuencia codificadora para un péptido señal amino-terminal. 
El gen que contiene intrones (4), exones (5) y las señales regulatorias clásicas, parece 
ser la única fuente de mRNA de la ProTα [Eschenfeldt et al., 1989]. Tiene un tamaño de 
5 kilobases. Como regiones reguladoras de la transcripción presenta una caja TATA, 
una región rica en GC y dos cajas CCAAT [Eschenfeldt et al., 1989]. El gen ha sido 
mapeado en el cromosoma 2 humano [Szabo et al., 1993].  
Asimismo, se comprobó la existencia de un lugar de corte y empalme alternativo entre 
el segundo intrón y el tercer exón, que es el proceso responsable de la generación de 
las dos isoformas descritas para la ProTα a partir del producto de transcripción de un 
único gen (el mRNA de la ProTα en fibroblastos humanos tiene un codón interno de 
glutamato extra (Glu39) con respecto al mRNA de bazo) [Manrow & Berger, 1993; 
Goodall et al., 1986; Gómez-Márquez et al., 1989b].  
Las rutas de señalización intracelular que controlan la expresión del gen de la ProTα no 
han sido bien caracterizadas. Sin embargo, se han propuesto varios factores de 
transcripción que regularían su expresión, incluyendo E2F [Szabo et al., 1993] y c-myc 
[Eilers et al., 1991; Desbarats et al., 1996; Gaubatz et al., 1994] como reguladores 
positivos, y el factor inhibidor de tumores p53 como un regulador negativo [Zhao et al., 
2000].  
Así, E2F puede controlar directamente la expresión de la ProTα en el ciclo celular 






Por otra parte, regiones reguladoras localizadas en el primer intrón del gen de la ProTα 
(elementos E-box) han sido propuestas como sitios de unión del heterodímero de 
factores Myc-Max para la estimulación de la transcripción de la ProTα [Gaubatz et al., 
1994]. No obstante, otros autores han puesto en duda la activación de la expresión del 
gen de la ProTα por parte de la proteína c-myc [Mol et al., 1995]. 
Además, se ha encontrado que la regulación negativa de p53 sobre el gen de la ProTα 
implica un incremento de la actividad transcripcional de p53 y la acetilación de este 
factor como respuesta a la ProTα endógena [Kobayashi et al., 2006].  
Además del cDNA de la ProTα humana [Goodall et al., 1986], se han clonado los 
correspondientes de rata [Frangou-Lazaridis et al., 1988] y ratón [Schmidt & Werner, 
1991]. En rata no se ha llegado a identificar el gen de la ProTα, aunque se han aislado 
varios pseudogenes procesados [Dosil et al., 1990].  
La expresión del gen de la ProTα se ha evaluado también durante el desarrollo 
embrionario de ratón, donde se encontró restringida a las estructuras derivadas del 
ectodermo y mesodermo [Franco del Amo & Freire, 1995]. Un trabajo posterior 
(centrado en la preimplantación del embrión de ratón) ha mostrado que el gen de la 
ProTα es transcripcionalmente inducido durante el estadío de dos células y el mRNA 
aumenta gradualmente durante los estadíos de mórula y blastocisto, inicialmente en 
clara dependencia de los niveles de proteína/mRNA myc maternos y después de los 
niveles de expresión de los diferentes genes de la familia myc específicos de cada 
estadío [Domashenko et al., 1997]. 
Un estudio durante el desarrollo embrionario de rata demostró que el gen se 
encuentra  regulado de forma específica según los tejidos, ya que en hígado, cerebro, 
riñón y testículos su expresión es mayor en periodos tempranos del desarrollo, 
mientras que en timo sus niveles prácticamente no varían [Dosil et al., 1990].  
No está claro todavía si en estos y otros animales existe solamente un único gen 








5. CONCENTRACIÓN Y DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DE 
LA PROTIMOSINA α 
La concentración de la ProTα ha sido determinada en varios tejidos de mamíferos 
mediante inmunoensayo y mediante determinación directa de la proteína separada 
por técnicas cromatográficas (tabla 1), aunque se observan importantes variaciones 
incluso en estudios que utilizan el mismo procedimiento. 
En la cuantificación por determinación directa, las variaciones observadas son 
probablemente atribuibles a diferencias en el procedimiento de separación 
cromatográfica. Procedimientos en los que se combinan técnicas de intercambio iónico 
y HPLC para aislar productos acídicos termoestables [Hannappel et al., 1982c; Haritos 
et al., 1984a] parecen ser más eficientes para separar a la ProTα y las timosinas α 































































































TABLA 1. Protimosina α recuperada (µg/g de tejido) de tejidos animales, determinada mediante varios 






Los datos compilados en la tabla 1 proceden de: a, [Franco et al., 1992]; b, [Haritos et al., 1985b];            
c, [Palvimo & Linnala-Kankkunen, 1990]; d, [Sburlati et al., 1993]; e, [Karetsou et al., 1998]; f, [Watts et 
al., 1990]; g, [Economou et al., 1988]. 
  
Estudios de inmunolocalización han demostrado la presencia de la ProTα en el 
citoplasma y en el núcleo celular [Conteas et al., 1990; Enkemann et al., 2000a; Vareli 
et al., 2000], con una mayor presencia en el núcleo de células en proliferación [Conteas 
et al., 1990]. 
Sin embargo, el análisis de la presencia de la ProTα en fracciones subcelulares 
obtenidas de diferentes tejidos mediante métodos convencionales de fraccionamiento 
subcelular muestran que está indefectiblemente ubicada en la fracción citosólica. En 
nuestro laboratorio [Franco et al., 1992] y en el de otros grupos [Tsitsiloni et al., 1989; 
Watts et al., 1990; Smith et al., 1995] han encontrado también que en extractos 
subcelulares la ProTα aparece en las fracciones citosólicas; de manera que sólo 
utilizando métodos extractivos en los que se utilizan condiciones especiales de 
bloqueo de los poros nucleares con citocalasina B se permite aislar la ProTα en las 
fracciones nucleoplasmáticas [Manrow et al., 1991]. Esta localización de la ProTα en 
las fracciones citosólicas reproduce el comportamiento de muchas proteínas nucleares 
acídicas de estructura similar a la ProTα, como la nucleoplasmina [Laskey & Earnshaw, 
1980], y la proteína HMG1 [Gordon et al., 1981], entre otras que, a pesar de su función 
nuclear, aparecen en las fracciones citosólicas de los fraccionados subcelulares.  
La presencia de una señal cariofílica en la región C-terminal de la ProTα involucrada en 
su localización nuclear, y su expresión sin un péptido señal de secreción [Manrow et 
al., 1991; Watts et al., 1990; Clinton et al., 1991; Eschenfeldt & Berger, 1986; Goodall 
et al., 1986; Eschenfeldt et al., 1989], así como la interacción de la ProTα con proteínas 
implicadas en el transporte nuclear, incluyendo la Karioferina β, Rch-1, Ran y RCC-1 
[Freire et al., 2001] y con otras proteínas relacionadas con el transporte de RNA fuera 
del núcleo como Rev/Rex [Kubota et al., 1995], apoyan la propiedad de la movilidad 
nuclear-citoplasmática de la ProTα. Estos resultados sugieren que la ProTα es una 
proteína difusible nuclear-citoplasmática (y tiene una fuerte tendencia a liberarse del 






detergentes), aunque reside predominantemente en el núcleo celular, y mantiene esta 
distribución mediante un transporte continuo (salida y reentrada) a través del poro 
nuclear [Enkemann et al., 2000a]. 
Además, la separación de complejos multiproteicos citoplasmáticos y 
nucleoplasmáticos con afinidad por la ProTα mediante cromatografía sobre ProTα-
Sepharosa constituye una evidencia de este tipo de funcionalidad [Pérez-Estévez et al., 
1997; Freire et al., 2001].   
En este sentido, otros estudios de localización subcelular han indicado la posible 
asociación de la ProTα nuclear con la cromatina [Conteas et al., 1990; Vareli et al., 
2000; Vareli & Frangou-Lazaridis, 2004]. Así, en las células en interfase esta proteína 
presenta una distribución nuclear asociada con sitios activos de transcripción, mientras 
que durante la mitosis la ProTα colocaliza con la α-tubulina en el huso mitótico [Vareli 
et al., 1996; Vareli & Frangou-Lazaridis,  2004].  
 
 
Figura 4. Transporte de la protimosina α al núcleo de la célula mediante un proceso dependiente de la 











6. EVOLUCIÓN  POST-BIOSÍNTESIS Y FUNCIÓN 
BIOLÓGICA DE LA PROTIMOSINA α. 
 
El estudio de la función biológica de la ProTα presenta numerosas dificultades: su baja 
inmunogenicidad ocasiona que la mayoría de los inmunoensayos (tanto en extractos 
celulares como en células intactas) muestren una baja eficiencia y sensibilidad, su débil 
interacción con las membranas utilizadas normalmente en experimentos de 
Inmunoblotting resulta en una menor eficacia, y la inhibición del crecimiento que 
provoca en células de levaduras [Pavlov et al., 1995] no hace viable el uso del sistema 
de doble-híbrido para la caracterización de interacciones proteína-proteína in vivo. Sin 
embargo, se han realizado progresos en la elucidación de la función biológica de esta 
proteína deducidos de sus propiedades estructurales, del estudio de su expresión 
génica y de su evolución post-biosíntesis, y del análisis de la interacción con otras 
proteínas en diferentes facetas de la actividad celular. Así, su presencia ubicua en 
diferentes tejidos de mamíferos implica una función más generalizada que la 
propuesta implicación exclusiva en el sistema inmunitario. Por otra parte, las 
características de su secuencia, con la ausencia de una señal secretora y la presencia 
de una señal cariofílica, además de su distribución en el citoplasma y núcleo celular, 
parecen indicar una función intracelular con localización citoplasmática/nuclear. 
Su carácter de precursor de las timosinas α hizo que, en principio, se le asignara una 
función relacionada con la actividad inmunorreguladora de estas proteínas [Low & 
Goldstein, 1984]. En este sentido se realizaron ensayos que encontraron que poseía 
efectos protectores frente a infecciones de microorganismos oportunistas con más 
potencia que la Tα1 [Pan et al., 1986; Salvin et al., 1987], que sus niveles estaban 
disminuidos en ratones inmunodeprimidos [Low et al., 1990] y que mostraba 
características inmunopotenciadoras [revisado en Piñeiro et al., 2000]. Sin embargo, 
estos efectos han sido atribuidos a mecanismos xenobióticos [Eschenfeldt et al., 1989], 
ya que las mencionadas características estructurales, distribución generalizada y la 
propia concentración intracelular descartan la supuesta función hormonal de la ProTα. 






homologías con el interferón α2 en la secuencia Leu-Lys-Glu-Lys-Lys (residuos 16-20 de 
la ProTα humana); de hecho, el péptido sintético Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Tyr-Ser-Pro tiene 
efectos regulatorios de la respuesta inmune celular y humoral [Zav'yalov et al., 1991]. 
En conclusión, las características de la síntesis de la ProTα, su amplia distribución y 
elevada concentración en diversos tipos celulares, su regulación estructural con 
proteínas nucleares acídicas, y los experimentos de migración al núcleo [Watts et al., 
1989; Clinton et al., 1991; Manrow et al., 1991] apuntan hacia una función bioquímica 
intracelular de la ProTα  en las células de mamíferos. Estas evidencias de una actividad 
intracelular de la ProTα se han fortalecido con la caracterización de una señal de 
localización nuclear en su extremo C-terminal [Rubsov et al., 1997], que demuestra 
necesariamente un cometido nuclear de esta proteína en células HeLa [Clinton et al., 
1991], COS [Manrow et al., 1991], y 293 [Rubtsov et al., 1997].  
En este contexto, el receptor de la ProTα encontrado en linfocitos [Piñeiro et al., 2001] 
se ha propuesto, en opinión de los investigadores de nuestro laboratorio, como un 
muy improbable constituyente de un sistema de señalización celular mediado por la 
ProTα. Quizás estos receptores en la superficie celular puedan estar involucrados en la 
eliminación endocítica de la ProTα del suero procedente de células apóptóticas, 
siguiendo un proceso similar al descrito para la eliminación de mononucleosomas 
circulantes a través de la interacción con receptores específicos [Koutouzov et al., 
1996]. 
 
6.1. PROTIMOSINA α Y PROLIFERACIÓN CELULAR 
 
El estudio de la expresión del gen de la ProTα fue importante para avanzar en el 
esclarecimiento de la función que esta proteína pudiera desempeñar en la actividad de 
las células. Las investigaciones de los niveles de expresión de la ProTα  y de su mRNA 
en linfocitos mitóticamente activados [Gómez-Márquez et al., 1989; Franco et al., 
1992; Eschenfeldt et al., 1989; Bustelo et al., 1991] y en diferentes poblaciones 
celulares [Eschenfeldt et al., 1989; Gómez-Márquez et al., 1989; Zalvide et al., 1992] 






actividad proliferativa de estas células, con un incremento de la concentración del 
mRNA de esta proteína en células en división; sin embargo, este incremento era 
moderado en la mayoría de los tipos celulares estudiados [Bustelo et al., 1991]. La 
correspondencia observada entre los niveles del mRNA de la ProTα y los niveles de la 
propia ProTα confirmaron la traducción activa del mensajero de la ProTα en los 
diferentes tejidos. 
De esta manera, la expresión del gen de la ProTα  en linfocitos con mayor capacidad 
proliferativa era superior a la que presentaban los linfocitos con menor capacidad para 
proliferar. Este resultado parecía establecer una dependencia entre los niveles de la 
concentración celular de la ProTα y la actividad proliferativa de las células. Esta 
consideración se vio confirmada por los experimentos en los que se analizó la variación 
de la expresión del gen de la ProTα en células en las que se indujo la actividad 
proliferativa in vitro e in vivo [Bustelo et al., 1991].  
Los elevados niveles de mRNA de la ProTα permanecen casi invariables a lo largo del 
ciclo celular, aunque se aprecia un incremento en el tránsito de G1-S; sin embargo, la 
expresión del gen no parece estar ligada a la síntesis de DNA [Bustelo et al., 1991]. Este 
patrón ha sido corroborado por otros estudios en los cuales los niveles del mRNA o de 
la ProTα fueron determinados [Zalvide et al., 1992; Vareli et al., 1996; Conteas et al., 
1990; Rosón et al., 1990]. No obstante, no hay evidencias de que la expresión de la 
ProTα regule directamente la mitosis, ya que la presencia de su mRNA no es suficiente 
para promover la progresión a lo largo del ciclo celular [Álvarez et al., 1993]. 
En este sentido, la transfección de poblaciones celulares con un oligonucleótido 
antisentido complementario al mRNA de la ProTα provoca la paralización de la 
proliferación celular, con un efecto reversible [Sburlati et al., 1991]. Trabajos 
posteriores mostraron que la transfección de poblaciones de células HL-60 con 
oligonucleótidos antisentido de la ProTα produce una inhibición de la proliferación 
celular a bajas concentraciones y una inducción de la apoptosis a altas concentraciones 
[Rodríguez et al., 1999]. También en células HL-60 y NIH3T3 se observó que la 
sobreexpresión de la ProTα acelera la proliferación y retarda la diferenciación celular 
[Rodríguez et al., 1998; Wu et al., 1997]; complementando los datos que demuestran 






logarítmico, descienden cuando las células son inducidas a su diferenciación terminal 
[Smith et al., 1993; Dosil et al., 1993]. 
Los detalles moleculares de la relación existente entre la expresión del gen de la ProTα 
y la proliferación celular comenzaron con el descubrimiento de la capacidad de c-myc, 
una proteína involucrada en división la celular, para promover la transcripción del gen 
de la ProTα [Eilers et al., 1991; Gaubatz et al., 1994]. Aunque este hallazgo fue 
cuestionado [Mol et al., 1995], posteriores resultados han confirmado el efecto de la 
proteína c-myc en la regulación de la expresión del gen de la ProTα [Wu et al., 1997; 
Mori et al., 1993; Vareli et al., 1995; Lutz et al., 1996; Kinoshita et al., 1997; Ben-Yosef 
et al., 1998]. 
El hallazgo de un incremento de la expresión del gen de la ProTα en células tumorales 
refuerza la relación de esta proteína con la proliferación celular [Eschenfeldt et al., 
1986; Tsitsiloni et al., 1993; Gómez-Márquez et al., 1989b; Wu et al., 1997; Álvarez et 
al., 1993; Mori et al., 1993]. Los linfocitos de pacientes con linfomas, células con una 
alta actividad mitótica, poseen unos niveles de mRNA de la ProTα 4-6 veces superiores 
a los de las células normales [Gómez-Márquez et al., 1989b; Conteas et al., 1990; 
Álvarez et al., 1993].  
Paralelamente, la forma en la que la ProTα podría relacionarse con los mecanismos 
bioquímicos de la división de las células fue investigada analizando el comportamiento 
de esta proteína en las diferentes fases del ciclo celular, utilizando para ello linfocitos 
de bazo de ratón. El estudio del comportamiento de la ProTα en la transición de las 
fases G0-G1 de los linfocitos de bazo, correspondientes con las etapas iniciales de la 
señalización de la célula por factores de crecimiento, propició un importante 
descubrimiento en nuestro laboratorio referido a la evolución molecular de la ProTα 
en este período: como consecuencia de la activación proliferativa de los linfocitos, la 








Por otra parte, se ha descrito que la ProTα estimula la fosforilación dependiente de 
Ca+2 del factor de elongación EF-2 durante la mitosis [Vega et al., 1998]; sin embargo, 
dicho efecto ha sido cuestionado [Enkemann et al., 1999], por lo que parece 
improbable que la ProTα actúe como un efector metabólico que modula la actividad 
de enzimas dependientes de Ca+2 a lo largo del ciclo celular. 
De todas estas aportaciones, puede deducirse que la función de la ProTα está 
relacionada con la actividad proliferativa de las células, y los resultados derivados son 
consistentes con la teoría de que la ProTα es necesaria para la división celular. 
Asimismo, la demostrada capacidad de la ProTα para migrar al núcleo y  los datos que 
muestran que la actividad proliferativa celular es concomitante con un incremento de 
la concentración nuclear de la ProTα [Conteas et al., 1990] parecen indicar que la  
función de esta proteína en la división celular es realizada en el núcleo.  
 
6.2. PROTIMOSINA α Y ACTIVIDAD REMODELADORA DE LA CROMATINA 
 
i. Interacción de la protimosina α con las histonas 
La caracterización de proteínas que interaccionan con la ProTα en el núcleo de la célula 
ha propiciado progresos en la elucidación del mecanismo por el cual la ProTα está 
involucrada en el metabolismo nuclear. 
Así, las histonas son las proteínas nucleares cuya capacidad para interaccionar in vitro 
con la ProTα fue demostrada en primer lugar. Algunos ensayos han indicado que la 
ProTα interacciona solo con la histona H1 [Papamarcaki & Tsolas, 1994], mientras que 
otros experimentos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que puede 
interactuar con H1 y las histonas del octámero [Díaz-Jullien et al., 1996; Covelo et al., 
2006]; sin embargo, la ProTα interactúa fuertemente con éstas últimas y débilmente 
con H1 [Freire et al., 2001; Díaz-Jullien et al., 1996]. Estas discrepancias se acentuaron  
con los resultados de experimentos dirigidos a la identificación de proteínas de unión a 
la ProTα en extractos de células NIH3T3 usando técnicas de inmunoafinidad (columnas 






ProTα y H1, pero la identidad de otras proteínas retenidas no fue investigada [Karetsou 
et al., 1998]. De este modo, los experimentos que indican la interacción de la ProTα 
con H1 no constituyen evidencias en contra de la interacción de esta proteína con 
otras histonas, ya que en estos casos no se habían realizado ensayos de 
inmunoprecipitación cruzada ni tampoco analizado la presencia de otras histonas en 
los componentes con afinidad por la ProTα.  
Así, la demostración de la capacidad de la ProTα para interactuar in vitro con las 
histonas [Díaz-Jullien et al., 1996] constituyó un paso importante en la caracterización 
funcional de esta proteína. En la interacción con estas proteínas, más fuerte con las 
histonas H3 y H4, se ve implicada tanto la región menos acídica de la ProTα, localizada 
en su extremo N-terminal, como la secuencia poliacídica (con glutámico y aspártico 
entre los residuos 41 y 85) situada en la parte central de su estructura (figura2B). En 
este sentido, en nuestro laboratorio hemos encontrado que la Tα1, el péptido 
correspondiente a los 28 primeros aminoácidos de la secuencia de la ProTα, también 
se une in vitro a las histonas del octámero con gran afinidad [Díaz-Jullien et al., 1996], 
sugiriendo que esta región puede estar involucrada en la interacción in vivo de la 
ProTα con las histonas.  
Esta capacidad de interacción de la ProTα con las histonas, similar a la que presentan 
otras proteínas acídicas de función nuclear como N1 y N2 de Xenopus [Kleinschmidt & 
Franke, 1982], que también muestran una afinidad preferente por las histonas H3 y 
H4, y otras proteínas de estructuras similares a la ProTα que han sido descritas  en 
anfibios [Dingwall et al., 1987] y levaduras [Ishimi & Kikuchi, 1991], es muy significativa 
a la hora de establecer una relación funcional de esta proteína en el proceso de la 
organización estructural del cromosoma y, más concretamente, del ensamblaje del 
nucleosoma. 
Diversos experimentos han señalado que la ProTα es capaz de inducir el ensamblaje de 
los nucleosomas in vitro [Díaz-Jullien et al., 1996] (figura 5). Esta capacidad es 
independiente de H1 y dependiente de otras proteínas separadas en extractos de 






Figura 5. Emsamblado de nucleosomas “in vitro” regulado por la ProTα. La posición I indica una 
estructura del DNA en forma lineal y la posición II indica una organización nucleosómica del DNA. 
 
En células HL-60 en las que se ha inducido la sobreexpresión de la ProTα se ha 
demostrado un incremento en la accesibilidad de la nucleasa micrococal a la cromatina 
[Gómez-Márquez & Rodríguez, 1998]; sugiriendo que el patrón observado de 
mononucleosomas y multímeros de mononucleosomas es atribuible a la eliminación 
de la histona H1 de la cromatina mediada por la ProTα, originando el desensamblaje 
de la cromatina detectado microscópicamente en estas células [Boán et al., 2001]. Sin 
embargo, otros grupos fallaron a la hora de demostrar la interacción de la ProTα con 
H1 en cromatina reconstituida in vitro [Karetsou et al., 1998]; en su lugar estos autores 
encontraron que la ProTα no era efectiva para prevenir la interacción de H1 con la 
cromatina.  
Estos estudios apoyan la implicación de la ProTα en la organización de la cromatina a 
través de su interacción con las histonas y de su capacidad para cooperar en el 
ensamblaje de los nucleosomas in vitro y en la alteración de la estructura 
cromosómica. 
Además, mediante experimentos de coinmunoprecipitación, en nuestro laboratorio se 
ha demostrado la interacción in vivo de la ProTα con las histonas del octámero en el 
nucleoplasma de linfocitos en proliferación (células NC37) [Covelo et al., 2006]. Estos  
resultados indican que dicha interacción ocurre con las histonas H3, H2A, H2B y H4; 






afinidad a ProTα-Sepharosa. Las histonas del octámero forman parte de un complejo 
nuclear multiproteico, separado por cromatografía de afinidad, cuyos componentes 
incluyen enzimas modificadoras de histonas como las acetiltransferasas de H3 y H4 y la 
metiltransferasa de H3, proteínas de unión a RNA/DNA como las ribonucleoproteínas 
(hnRNPs) A3, A2/B1 y R y las DNA helicasas de tipo II (dependientes e independientes 
de ATP), y proteínas del citoesqueleto como la β-actina y la vimentina. La presencia de 
acetiltransferasas (HAT) y metiltransferasas (HMT) de histonas en este complejo 
sugiere una posible función de la ProTα en la modificación estructural de H3 y H4, las 
histonas más significativas en el control de la actividad de la cromatina. Los estudios 
que demuestran la habilidad de la ProTα para interaccionar con proteínas que se unen 
a HATs, como el antígeno nuclear del virus Epstein-Barr [Cotter & Robertson, 2000; 
Subramanian et al., 2002] y la proteína de unión a CREB [Karetsou et al., 2002] (ambas 
con afinidad por la acetiltransferasa p300), refuerzan esta teoría. 
Debido a las propiedades de las hnRNPs, especialmente aquellas derivadas de su 
habilidad para inducir agregaciones de proteínas y reconocer secuencias discretas del 
DNA y RNA [Krecic & Swanson, 1999], su presencia en el complejo nuclear puede 
indicar la implicación de estas proteínas en la actividad de las HATs y HMTs y/o en 
otros aspectos de la actividad de la ProTα en la cromatina. De hecho, experimentos en 
nuestro laboratorio han demostrado la interacción directa de la ProTα con las hnRNP 
A2/B1 y A3 (resultados no publicados). 
Las características estructurales y funcionales de la ProTα sugieren que esta proteína 
forma parte del grupo de proteínas de unión a histonas, proteínas acídicas que 
participan en mecanismos nucleares y citoplasmáticos, relacionados con la regulación 
de la cromatina y en algunos casos con la apoptosis. Otros miembros de este grupo 
son NAP1/NAP2 [Ishimi et al., 1987; Rodríguez et al., 2004], CAF-1 [Kaufman et al., 
1995], SET [Seo et al., 2001] y pp32 [Seo et al., 2001; Chen et al., 1996]: estas proteínas 
han sido implicadas en la regulación de la transcripción, en la replicación del DNA y en 
el ensamblaje de los nucleosomas en las células de mamíferos. Además, la ProTα 
muestra una marcada homología estructural con proteínas de unión a histonas 
descritas en otros organismos [Gómez-Márquez et al., 1988], especialmente la 






terminal, su larga región acídica central e incluso la propiedad de ser fosforilada son 
semejanzas que comparten la ProTα y estas proteínas de unión a histonas [Earnshaw, 
1987]. Ya que se ha demostrado que la nucleoplasmina y otras proteínas acídicas 
similares están involucradas en la movilidad del octámero de histonas dentro de la 
célula y en el remodelado de la cromatina [Philpott et al., 2000], es plausible que la 
ProTα tenga una función similar en las células de mamíferos. 
En este sentido, la descondensación de la cromatina producida por la ProTα facilitaría 
la unión de la RNA polimerasa II al DNA y activaría la transcripción; de hecho, la ProTα 
colocaliza en el núcleo con esta enzima activa [Enkemann et al., 2000a; Vareli et al., 
2000]. Sin embargo, durante la mitosis, la ProTα permanece excluida del volumen 
ocupado por el DNA, probablemente para favorecer la condensación de éste 
[Enkemann et al., 2000a]. 
No obstante, la función de la ProTα en el remodelado de la cromatina en las células de 
mamíferos no está completamente clara. Así, otros autores han investigado la 
posibilidad de que la ProTα funcione como una proteína chaperona de la histona H1 
[George & Brown, 2010] definiéndola como un factor que se asocia directamente con 
esta histona y facilita su transferencia sin permanecer en el complejo final. Estos 
autores sugieren que la ProTα, componente de un complejo mayor, actuaría como una 
chaperona de H1 para promover su intercambio entre sitios de unión a la cromatina y 
facilitar su desplazamiento e incorporación in vivo durante la replicación del DNA. De 
este modo, la ProTα modularía la interacción de H1 con la cromatina provocando su 
remodelado o descondensación y potenciaría los procesos asociados de transcripción y 
replicación [Gómez-Márquez, 2007; Trumbore & Berger, 2000], en relación con su 
función en la proliferación celular.  
Por otro lado, la habilidad de la ProTα para interactuar con las histonas está 
probablemente facilitada por su alta concentración intracelular, similar a la de las 
proteínas del octámero (aprox. una molécula de ProTα por nucleosoma) [Palvimo & 
Linnala-Kankkunen, 1990; Sburlati et al., 1990, 1993]. Más argumentos a favor de la 
relación de la ProTα con la actividad de la cromatina vienen determinados por la 






Epstein-Barr virus (EBNA3C), el coactivador de la transcripción CBP (proteína de unión 
a CREB), la acetiltransferasa de histonas p300, la oncoproteína SET, el factor de 
transcripción STAT3 y el represor del receptor de estrógeno (REA). 
 
ii. Interacción de la protimosina α con la proteína de unión a CREB (CBP) y 
potenciación de la transcripción 
La ProTα interacciona con el coactivador de la transcripción CBP in vivo e in vitro y 
estimula la transcripción génica a través de la reorganización de la estructura de la 
cromatina [Karetsou et al., 2002]. El sitio de interacción ha sido mapeado en el 
extremo N-terminal de CBP (residuos1-771) y en una región rica en glutámico de la 
ProTα. Esta unión podría ser debida a las características específicas de la secuencia 
acídica y/o a su conformación local; sin embargo, en las condiciones experimentales 
empleadas en los estudios de interacción este motivo no adopta ninguna estructura 
secundaria [Muñoz & Serrano., 1995]. Esta predicción concuerda con los trabajos 
experimentales que mostraban que la ProTα nativa se mantiene como una cadena no 
plegada [Gast et al., 1995; Uversky et al., 1999]. Por lo tanto, se concluyó que la 
interacción CBP-ProTα estaba mediada a través de regiones acídicas extendidas de la 
ProTα.  
Evidencias experimentales muestran que la sobreexpresión de la ProTα potencia la 
actividad de transcripción de promotores dependientes de CBP como TRE y NF-KB; sin 
embargo, otro blanco de CBP, el promotor del gen de la clase II de MHC [Kretsovali et 
al., 1998], no se ve afectado por la ProTα (lo que indica que otros factores adicionales, 
el estado de la cromatina del promotor y/o la composición del complejo coactivador 
están implicados en el mecanismo) [Karetsou et al., 2002]. 
Se ha postulado que el efecto de la ProTα en la transcripción podría ser ejercido sobre 
el estado de la cromatina del promotor o sobre la actividad enzimática de CBP, que 
está directamente involucrado en la activación de la transcripción [Martínez-Balbas et 
al., 1998]. Al demostrarse en ensayos de actividad acetiltransferasa in vitro usando las 
histonas del octámero como sustrato que la actividad de CBP no era afectada por la 






proteína. La ProTα podría interaccionar con regiones promotoras mediadas por CBP y 
seguidamente promover la reorganización de H1 o el desplazamiento dirigido al 
desensamblaje de la fibra compacta de cromatina de 30nm [Karetsou et al., 1998]; 
también evitaría el reordenamiento de H1 y mantendría la conformación de la 
cromatina parcialmente extendida, estado necesario para el paso de la RNA 
polimerasa II. 
 
iii. Interacción de la protimosina α con la acetiltransferasa de histonas p300 
Se ha encontrado que la acetiltransferasa de histonas p300, una proteína con gran 
homología a CBP, se une a la ProTα a través de su región C-terminal [Cotter & 
Robertson., 2000] colocalizando en dominios subnucleares discretos, y sugiriendo la 
implicación de ésta última en la regulación de la transcripción y la acetilación de 
histonas. Además, algunos trabajos han confirmado que la ProTα se concentra en 
dominios nucleares que se superponen o engloban a sitios de transcripción activa 
[Vareli et al., 2000]. 
La interacción de la ProTα con la acetiltransferasa p300 fue confirmada mediante 
ensayos de coinmunoprecipitación [Subramanian et al., 2002]. Esta interacción y la 
actividad de acetilación resultante está a su vez regulada por la interacción de los 
complejos ProTα-p300 con el antígeno nuclear 3C del Epstein-Barr virus (EBNA3C) 
[Cotter & Robertson., 2000]. Cuando EBNA3C es reclutado por estas proteínas, la 
actividad mediada por p300 y el complejo general de activación de la transcripción son 
modulados por el desplazamiento de componentes específicos y/o la modificación del 
tamaño de este complejo. Además, se ha demostrado que la ProTα y EBNA3C 
interaccionan con p300 específicamente en regiones idénticas a las de unión de otras 
proteínas reguladoras de la transcripción con esta acetiltransferasa: como E1A, E6, c-
jun y E2F [Shikama et al., 2000].   
En base a estos datos se ha propuesto que la ProTα participaría en la decondensación 
de la cromatina y la acetilación de las histonas del octámero, resultando en la 








iv. Interacción de la protimosina α con el represor del receptor de estrógeno 
La ProTα puede potenciar específicamente la activación de la transcripción mediada 
por el receptor de estrógeno eliminando el represor REA y favoreciendo el 
reclutamiento del coactivador SRC-1 [Martini et al., 2000]. Ya que el receptor de 
estrógeno es dependiente de CBP [Wang et al., 2001], no debe ser desechada la 
posibilidad de que la ProTα pueda proveer al receptor de elevadas concentraciones de 
CBP y SRC-1. De acuerdo con estos resultados, se ha concluido que la ProTα no 
interactúa directamente con este receptor, pero modula la actividad de su complejo 
activador. 
 
v. Asociación de la protimosina α con la oncoproteina SET e implicación en la 
descondensación de la cromatina 
La oncoproteina SET (también denominada TAF-Iβ, PHAPII, I2
PP2A) ha sido identificada 
como una proteína de interacción con la ProTα [Karetsou et al., 2004]. SET pertenece a 
una familia conservada de chaperonas de histonas (factores de ensamblaje de 
nucleosomas, NAPS) que median en el trasporte y almacenaje de histonas, en el 
ensamblado de nucleosomas y en la descondensación de la cromatina espermática; y 
posee una larga secuencia poliacídica en su extremo C-terminal. Trabajos de varios 
autores han indicado que SET se une a histonas, remodela la estructura de la 
cromatina [Nagata et al., 1995; Okuwaki et al., 1998] e inhibe la acetilación de las 
histonas como componente del complejo INHAT [Seo et al., 2001].  
Se ha propuesto que la interacción entre SET y la ProTα podría estar promovida y/o 
estabilizada in vivo por CBP. Como ya se ha señalado anteriormente, CBP es una 
proteína multifuncional que interactúa con una gran variedad de factores de 
transcripción [Bannister & Kouzarides., 1996], y además se ha detectado que se une de 
forma directa con SET. Estos autores indican que CBP podría existir en el complejo 
ProTα/SET actuando como una molécula puente entre estas proteínas acídicas, las 







SET posee actividad descondensadora de la cromatina [Matsumoto et al., 1999], y la 
ProTα es capaz de desensamblar in vitro cromatina de esperma humano con una 
eficacia comparable a la de SET [Karetsou et al., 2004]; de acuerdo con estos datos, 
estas proteínas podrían ser reclutadas en los promotores génicos para descondensar 
las fibras de cromatina compactada en células de mamíferos. La presencia de la ProTα 
y SET en estos promotores contribuiría a la desorganización del ensamblaje de 
cromatina (paso obligatorio para muchos procesos dependientes de DNA [Horn & 
Peterson., 2002]) a través de la interacción con elementos que estabilizan la 
compactación de las fibras, como la histona H1 o el octámero de histonas, y 
modulando la actividad de CBP, necesaria para los eventos de descondensación en 
otros muchos sistemas [Horn & Peterson., 2002]. 
 
vi. Interacción de la protimosina α con el transductor de señal y activador de la 
transcripción 3 (STAT3) 
STAT3 es un factor de transcripción activado por muchas citoquinas (hormona de 
crecimiento, IL-6, factor de crecimiento epidérmico, etc) y ha sido implicado en la 
inducción de la progresión del ciclo celular y en la prevención de la apoptosis [Battle & 
Frank, 2002; Bromberg & Darnell, 2000; Yang et al., 1998]. Este factor, tras ser 
fosforilado en residuos de tirosina en respuesta a los interferones de tipo I [Boulton et 
al., 1995; Campbell et al., 1995; Yang et al., 1996] , se dimeriza y es traslocado desde el 
citoplasma al interior del núcleo celular, en donde funciona coordinadamente con 
otros coactivadores transcripcionales y factores de transcripción para iniciar y regular 
la expresión de genes implicados en la proliferación celular (ciclina D1, c-myc) [Turkson 
& Jove., 2000; Bromberg & Darnell, 2000; Bromberg et al., 1999]. 
Aunque la activación de este factor de transcripción provoca su redistribución en el 
núcleo de la célula, STAT3 parece no contener en su secuencia una señal de migración 
nuclear. De este modo, se ha relacionado la interacción de la ProTα (que posee una 
potente señal de localización nuclear) y esta proteína con un mecanismo responsable 
de la traslocación del complejo ProTα-STAT3 desde el citoplasma al núcleo de las 
células de mamíferos [Yang et al., 2004], proceso dependiente de la fosforilación de 






vii. Interacción de la protimosina α con proteínas de la replicación celular 
Los experimentos realizados en nuestro laboratorio han indicado que la ProTα 
interacciona con las proteínas PCNA, Cdk2 y la ciclina A [Freire et al., 2001]. Una 
propiedad muy interesante de estas proteínas separadas mediante cromatografía de 
afinidad sobre ProTα-Sepharosa en extractos de células NC37 es que se comportan 
como un complejo multiproteico que contiene además a las histonas H2A, H2B, H3 y 
H4, proteínas de transporte nuclear como la carioferina β1, Rch-1, Ran, y RCC1 (y en 
bajas concentraciones la proteína NTF2, la nucleoporina p62, y la Hsp70), y otras 
proteínas que controlan el ciclo celular como cdc2, Cdk4, y la ciclina B (también en 
niveles muy bajos). La bien documentada implicación de la proteína PCNA [Kelman et 
al., 1997] y de Cdk2 y la ciclina A [Fang & Newport, 1991; Cardoso et al., 1993] en la 
replicación del DNA sugieren la posibilidad de que la ProTα pueda estar implicada en la 
actividad de replicación de la cromatina y en el control del ciclo celular. 
 
viii. Protimosina α y tumorigénesis 
Se ha demostrado que la expresión heteróloga de la ProTα en fibroblastos de roedores 
es suficiente para inducir in vitro la transformación de esas células [Orre et al., 2001], 
caracterizada por el incremento de la proliferación, el crecimiento independiente de 
anclaje, la desaparición de la inhibición por contacto y la disminución de la 
dependencia de suero de las células transfectadas.  
De forma similar a otras oncoproteínas y factores de transcripción, la ProTα es 
sobreexpresada en una gran variedad de líneas celulares o tejidos tumorales, 
incluyendo colon [Shiwa et al., 2003], hígado [Wu et al., 1997], pecho [Domínguez et 
al., 1993; Magdalena et al., 2000], pulmón [Sasaki et al., 2001a], estómago [Leys et al., 
2007], ovario [Hapke et al., 2003], tiroides [Letsas et al., 2005; Kashat et al., 2010] y 
neuroblastoma humano [Sasaki et al., 2001b], sugiriendo una implicación fundamental 
en la tumorigénesis. 
Por otra parte, la ProTα interactúa con CBP y estimula la transcripción dependiente de 
los factores AP1 y NF-κB, estando éste último relacionado con la transformación 






En conclusión, la capacidad de la ProTα para interactuar, ya sea directamente o a 
través de mediadores, con una gran variedad de proteínas implicadas en actividades 
relacionadas con la cromatina, refuerza la hipótesis de que está involucrada en el 
remodelado de la cromatina. En otras palabras, la ProTα puede participar en el 
proceso de ensamblaje y desensamblaje de los nucleosomas que ocurre durante la 
transcripción, replicación, recombinación y reparación de la cromatina. 
 
 
6.3. PROTIMOSINA α Y APOPTOSIS 
La apoptosis es la forma dominante de muerte celular programada durante el 
desarrollo embrionario, el recambio de tejidos y la respuesta celular al estrés. Este 
proceso se caracteriza por una variedad de cambios morfológicos, que incluyen la 
pérdida de la asimetría de la membrana plasmática, la contracción celular, la 
condensación de la cromatina y la fragmentación del DNA cromosómico. 
La activación de las proteasas específicas (caspasas) que participan en el mecanismo 
molecular de la apoptosis se produce por dos rutas principales en las células de los 
mamíferos: la vía extrínseca o de receptores de muerte y la vía intrínseca o 
mitocondrial [revisado en Hengartner et al., 2000]. 
La vía extrínseca comprende miembros de la familia de los receptores de muerte  
(como CD95, la proteína Fas o el receptor del factor de necrosis tumoral) que reciben 
señales proapoptóticas desde el exterior celular y reclutan y activan a la caspasa 
iniciadora 8, mediante moléculas adaptadoras como FADD. 
La vía intrínseca es activada en respuesta a señales extracelulares o estímulos internos 
como daños en el DNA [revisado en Rich et al., 2000] y se caracteriza por la liberación 
citoplasmática de moléculas, principalmente citocromo c, desde la mitocondria 
[Goldstein et al., 2000; Wang, 2001]. El citocromo c liberado se asocia con el factor 1 
de activación de proteasas apoptóticas (Apaf-1) y la procaspasa 9 formando un 
complejo heptámerico de activación denominado apoptosoma [Acehan et al., 2002; 






Los factores más importantes relacionados con la apoptosis pueden ser divididos en 
dos grupos: a) factores de transcripción que inducen apoptosis como E2F-1 [Qin et al., 
1994], c-myc [Zindy et al., 1998], p53 [Vogelstein et al., 2000], c-Jun [Crocker et al., 
2001] y AFX [Tang et al., 2002]; b) proteínas que previenen la apoptosis como STAT3 
[Stephanou et al., 2000], STAT5 [Socolovsky et al., 2001] y la ProTα [Jiang et al., 2003]. 
En este sentido, se ha demostrado que la inhibición de la expresión y la síntesis de la 
ProTα mediante oligonucleótidos antisentido y RNAs interferentes induce la apoptosis 
en varios tipos celulares [Jiang et al., 2003; Rodríguez et al., 1999] o acelera el proceso 
apoptótico después del tratamiento con inductores de la apoptosis como la 
actinomicina D o el etopósido [Wu et al., 2011]. Además, otros estudios han señalado 
la activación de la expresión del gen de la ProTα en fases tempranas de inducción 
apoptótica en células T [Wang et al., 2000]. 
 
i. Inhibición de la activación de la caspasa 3 mediante el bloqueo de la 
formación del apoptosoma mediado por la protimosina α   
La liberación del citocromo c desde la mitocondria al citosol marca un momento 
definido en la respuesta de las células de mamíferos a una variedad de estímulos 
apoptóticos, en la cual la transferencia normal de electrones en la cadena de 
transporte mitocondrial es interrumpida y las caspasas son activadas [Goldstein et al., 
2000; Wang, 2001]. El citocromo c liberado se une al factor 1 de activación de 
proteasas apoptóticas (Apaf-1) e induce un cambio conformacional que permite la 
asociación estable del deoxiadenosín trifosfato/adenosín trifosfato (dATP/ATP) a Apaf-
1. Este evento dirige a la formación de un heptámero Apaf-1-citocromo c: el 
apoptosoma [Jiang & Wang., 2000; Acehan et al., 2002]. El apoptosoma recluta y activa 
a la procaspasa 9, la cual a su vez activa a las caspasas 3, 6 y 7 [Rodríguez & Lazebnik., 
1999]. Estas caspasas degradan muchos sustratos intracelulares provocando, 
finalmente, la muerte celular [Thomberry & Lazebnik., 1998]. 
La ruta mitocondrial de activación de las caspasas está estrechamente regulada, y la 
liberación de citocromo c desde la mitocondria es un proceso controlado por la familia 
de proteínas Bcl-2 [Adams & Cory., 1998; Chao & Korsmeyer., 1998]. Las moléculas 






de la actividad caspasa [Wang, 2001; Deveraux & Reed., 1999]. La acción de  las 
proteínas IAP es antagonizada por proteínas mitocondriales como Smac/Diablo y 
Omi/HtrA2 después de la liberación de estas al citoplasma [Du et al., 2000; Verhagen 
et al., 2001; Hegde et al., 2002]. 
Varios estudios han determinado la influencia de la ProTα en la regulación de la 
formación del apoptosoma y en su actividad [Jiang et al., 2003]. El análisis de la 
formación del apoptosoma en extractos de células HeLa permitió purificar una 
actividad inhibitoria e identificarla como la oncoproteína ProTα. En presencia de esta 
proteína la formación del apoptosoma era eficientemente bloqueada y, además, la 
ProTα inhibía la actividad de la caspasa 3 cuando se incluía en las mezclas de reacción. 
Por lo tanto, estos resultados indican que la ProTα inhibe la activación de la caspasa 3 
mediante el bloqueo de la formación del apoptosoma [Jiang et al., 2003; Qi et al., 
2010].  
Por otro lado, cuando las células HeLa eran tratadas con RNA interferente contra la 
ProTα y se irradiaban con luz UV mostraban un rango mayor de apoptosis, y se 
observaba una actividad de la caspasa 3 más elevada [Jiang et al., 2003]. En contraste, 
células U2OS transfectadas para sobreexpresar la ProTα e irradiadas con luz UV 
presentaban un menor porcentaje de morfología apoptótica y de actividad de la 
caspasa 3 respecto a las células control no transfectadas [Qi et al., 2010]. 
Los resultados de este estudio indican que una de las funciones bioquímicas de la 
ProTα es prevenir la formación del apoptosoma, lo cual es consistente con su función 
de oncoproteína requerida para la proliferación celular [Dosil et al., 1993; Orre et al., 
2001; Sburlati et al., 1991; Smith et al., 1993; Rodríguez et al., 1998; Wu et al., 1997; 
Eilers et al., 1991]. De forma similar, otros reguladores negativos de la apoptosis como 
Bcl-2 [Adams & Cory., 1998; Chao & Korsmeyer., 1998] y las IAPs [Deveraux & Reed., 







Figura 6. La protimosina α inhibe la 
activación de las caspasas en las células 
apoptóticas mediante el bloqueo de la 
formación del apoptosoma [Jiang et al., 










Sin embargo, el mecanismo bioquímico antiapoptótico de la ProTα no está claro; 
aunque se ha descubierto que la mayoría del dATP requerido para la activación eficaz 
de la caspasa 3 in vitro, mediante la formación del apoptosoma, es probablemente 
usado para reprimir la actividad de la ProTα en células HeLa [Jiang et al., 2003]. 
Estudios posteriores han indicado que la actividad del apoptosoma requiere la 
hidrólisis del dATP y su recambio [Qi et al., 2010], lo que indica que la via mitocondrial 
de la apoptosis está regulada por los niveles celulares de ATP. Durante la apoptosis, 
Apaf-1 emplea el dATP como cofactor, y el citocromo c unido a Apaf-1 induce la 
hidrólisis del nucleótido a dADP (que es inmediatamente reemplazado por dATP 
exógeno). Considerando que la ProTα y Apaf-1 interactúan in vitro, estos autores han 
sugerido la posibilidad de que la ProTα interaccione con el dominio de unión a ATP de 
este factor o induzca un cambio conformacional en el mismo que impida la unión del 
dATP con Apaf-1 [Qi et al., 2010]. 
Por otra parte, la expresión de la ProTα es inhibida por p53 [Zhao et al., 2000], un 
factor que induce apoptosis mediada principalmente a través de la ruta Bcl-2/Bax por 
activación del gen bax [Selvakumaran et al., 1994]. Ya que se ha demostrado la 






que inhibe la formación del apoptosoma bloqueando la liberación de citocromo c 
desde la mitocondria [Kluck et al., 1997], se ha propuesto que la ProTα puede 
promover la supervivencia celular a través de la ruta antiapoptótica de Bcl-2 [Letsas et 
al., 2005]. Además, la asociación de la ProTα con la proteína antiapoptótica STAT3 
podría indicar un programa anti-apoptótico diferente que implicaría la activación 
transcripcional de la proteína Bcl-xl [Battle & Frank, 2002; Yang et al., 2004]. 
Finalmente, se ha propuesto que la ProTα, a través de su interacción con CBP, 
realizaría su actividad antiapoptótica estimulando la transcripción del factor NF-κB. 
Este factor puede inducir la expresión de proteínas que inhiben la apoptosis como 
TRAF, IAPs o proteínas de la familia Bcl-2 [Bui et al., 2001; Shishodia et al., 2002]. 
 
ii. Regulación de la apoptosis mediante el complejo p8/protimosina α 
La ProTα y p8 son dos pequeñas proteínas sin estructura secundaria estable en 
solución y que muestran carga electrostática opuesta a pH neutro. Así, varios estudios 
han demostrado que interactúan entre ellas y parecen promover una estabilización 
mutua de sus estructuras en una conformación particular, resultando en un complejo 
envuelto en la regulación de la apoptosis [Malicet et al., 2006].  
Se han encontrado otros casos de proteínas desorganizadas estructuralmente que 
adquieren una configuración estable después de su unión a una molécula correcta, 
como algunos factores de transcripción eucarióticos que presentan una región básica 
larga no estructurada y que pueden organizarse en una conformación helicoidal 
después de su asociación al DNA [Weiss et al., 1990; Encinar et al., 2001].  
La interacción entre p8 y la ProTα fue confirmada mediante ensayos de co-
inmunoprecipitación en células 293T. Sorprendentemente, ni el extremo N-terminal ni 
el C-terminal de la ProTα muestran interacción con p8, indicando que la unión requiere 
de la mayor parte, sino toda, de la secuencia de la ProTα. Además, ensayos de 
fluorescencia y la espectroscopía NMR han mostrado que la unión de p8 a esta 
proteína está mediada por regiones de residuos de tirosina en la secuencia de p8 






Además, se ha demostrado que la eliminación celular de la ProTα o p8 mediante el 
empleo de sus RNAs interferentes correspondientes y el tratamiento con 
estaurosporina resulta en un gran incremento de la actividad de las caspasas 3, 7 y 9. 
Sin embargo, la sobreexpresión de la ProTα o p8 provoca una moderada disminución  
de las actividades de las caspasas 3 y 7. Además, estas actividades fueron fuertemente 
inhibidas cuando p8 y la ProTα se sobreexpresaron concomitantemente, y el número 
de núcleos apoptóticos disminuyó [Malicet et al., 2006]. 
Estos resultados sugieren que cada una de estas proteínas es indispensable para el 
mecanismo de inhibición de la apoptosis y que se requiere la formación de un 
complejo heterodimérico para ejercer dicha actividad. 
 
iii. Actividad antiapoptótica de la protimosina α regulada por la proteína HuR  
Durante la respuesta celular al estrés genotóxico que puede conducir a la muerte 
celular programada, ciertas proteínas que participan en la supervivencia celular, 
regulan la apoptosis o controlan la reparación de macromoléculas dañadas continúan 
sintetizándose [Kaufman, 2002].  
La proteína HuR ha sido caracterizada como una proteína de unión a RNA (RBP), 
perteneciente a la familia Hu/ELAV, que participa en el transporte, estabilización y 
potenciación de la traducción de los mRNAs transcritos durante la expresión génica (c-
fos, p21, c-myc, p27, p53, etc) de respuesta al estrés [Millard et al., 2000; Brennan &  
Steitz, 2001; Lal et al., 2004; Gorospe, 2003]. 
En este sentido, se ha encontrado que, bajo estímulos apoptóticos, la proteína HuR se 
asocia con el mRNA de la ProTα y lo protege de la degradación en el citoplasma, 
dirigiéndolo a los ribosomas y potenciando su traducción [Lal et al., 2004, 2005].  
Así, en células HeLa tratadas con luz UV como estímulo apoptótico, la movilización del 
mRNA de la ProTα al citoplasma y su asociación con la proteína HuR se incrementan de 
forma dramática. Además, la concentración citoplasmática y la traducción de la ProTα  
durante la apoptosis aumenta considerablemente en células que sobreexpresan la 
proteína HuR [Lal et al., 2005]. Por lo tanto, estos resultados demuestran una 






ProTα y la proteína HuR, incidiendo en que la función inhibitoria de esta última sobre 
la apoptosis depende de la potenciación de la expresión y traducción de la ProTα. 
Este mecanismo de regulación post-transcripcional constituiría un programa de 
supervivencia alternativo al implementar la actividad antiapoptótica de la ProTα como 
bloqueante del ensamblaje del apoptosoma [Jiang et al., 2003]. 
 
iv. La protimosina α y SET como reguladores de la apoptosis 
La proteína SET es un componente del complejo INHAT, que regula la modificación de 
las histonas y la transcripción génica y tiene una función inhibitoria sobre p300/CBP y 
PCAF [Seo et al., 2001]. Aparte de estas propiedades de interacción con las histonas y 
su participación en el ensamblaje de nucleosomas, SET modula la función nuclear de 
HuR, una proteína de unión a RNA implicada en el transporte y estabilidad de mRNAs 
[Brennan et al., 2000], y en la traducción y concentración citosólica del mRNA de la 
ProTα en condiciones apoptóticas [Lal et al., 2005]. 
Además, SET y la ProTα son oncoproteínas de distribución nuclear-citoplasmática que 
presentan actividad antiapoptótica: se ha descrito que SET inhibe la actividad DNasa 
en la apoptosis inducida por Granzima A (que provoca daño independiente de caspasas 
en el DNA y se caracteriza por cortes de cadena simple) [Fan et al., 2003], mientras que 
la ProTα parece estar involucrada en la inhibición de la activación de la caspasa 3 por el 
apoptosoma [Jiang et al., 2003; Qi et al., 2010].  
Estos estudios apuntan, por lo tanto, a una función de la ProTα y de SET relacionada 
con la regulación de la apoptosis. 
 
v. Fragmentación de la protimosina α en apoptosis 
Algunos autores han presentado evidencias de que la ProTα está sujeta a una 
fragmentación mediada por la caspasa 3 como consecuencia de la progresión de la 
apoptosis [Evstafieva et al., 2000; Enkemann et al., 2000b]. El corte en el extremo C-
terminal de la proteína rompe su señal de localización nuclear y resulta en un derivado 
truncado (1-99) de la ProTα que carece de la capacidad de acumularse en el núcleo y 






Sin embargo, el citoplasma celular no parece ser el punto final de la relocalización de la 
ProTα truncada (tProTα). Ensayos inmunológicos han mostrado una ruta en células 
apoptóticas que dirige la externalización de la tProTα [Evstafieva et al., 2003]. De esta 
manera, la ProTα (fragmento 1-99) parece ser un marcador de superficie específico de 
células apoptóticas. Estos autores afirman también que no deben excluirse otros 
procesados proteolíticos del fragmento de ProTα en su ruta hacia el exterior de la 
membrana celular, ya que el corte por caspasas es un proceso conocido para los 
precursores de secreción de la Interleuquina 1β y 18 (caspasa 1) [Kuida et al., 1995; 
Ghayur et al., 1997], de la interleuquina 16 (caspasa 3) [Zhang et al., 1998] y de EMAP 
II, una citoquina inflamatoria reclutadora de macrófagos (caspasa 7) [Knies et al., 1998; 
Shalak et al., 2001]. No obstante, permanece sin establecerse si el marcaje de 
superficie mediado por caspasa de las células apoptóticas con el derivado de la ProTα 
tiene función fisiológica, aunque se ha especulado que ciertas poblaciones de 
macrófagos podrían usar el fragmento externalizado de la ProTα, solo o asociado con 
otras proteínas, como una señal fagocítica [Evstafieva et al., 2003]. 
Además, se ha demostrado que la producción ectópica de la ProTα y sus fragmentos 
derivados (con distribución nuclear o nuclear-citoplasmática) protege a las células 
HeLa de la apoptosis inducida por el factor de necrosis tumoral (TNF).  
Aunque otra función diferente se ha sugerido también para los derivados truncados de 
la ProTα: así, en fases tardías de la apoptosis, la tProtα cargada negativamente 
interactuaría con el citocromo c de carga positiva formando un complejo que anularía 
las propiedades antioxidantes de este citocromo y su función como transportador de 
electrones entre la membrana externa e interna de la mitocondria [Markova et al., 
2003]. Este mecanismo parece ser dependiente de los niveles de tProTα en el citosol y 
ocurrir a bajas concentraciones; a elevadas concentraciones se ha especulado que la 
tProTα participaría en la inhibición de la apoptosis. 
No obstante, la fragmentación de la ProTα mediada por la caspasa 3 ha sido descrita 
únicamente en células HeLa, varias horas después del inicio del proceso apoptótico 
[Evstafieva et al., 2003], y, además, en nuestro laboratorio no se ha observado este 






Estos resultados, junto con la observación de que el tratamiento celular con 
oligonucleótidos antisentido de la ProTα es capaz de inducir apoptosis [Rodríguez et 
al., 1999], sugieren que la eliminación de la ProTα de forma natural (mediante 
fragmentación por caspasas) o artificial (por arresto de la traducción de su mRNA) 
puede inducir el paso de las células de la proliferación a la apoptosis. Por lo tanto, los 
elevados niveles de producción de la ProTα en células cancerosas podrían no solo 
mantener el estado proliferativo celular sino también proteger a estas células de la 
entrada en la ruta de muerte celular programada.  
En este sentido, la figura 7 representa las principales rutas de división y apoptosis 
celular en las que se ha descrito la participación de la ProTα. 
 
 
Figura 7. Modelo selectivo de las proteínas que regulan o son reguladas por la ProTα implicadas en 










6.4. PROTIMOSINA α Y ESTRÉS OXIDATIVO 
Las células animales contrarrestan el estrés oxidativo mediante la expresión 
coordinada de una batería de genes que codifican enzimas detoxificantes  y proteínas 
antioxidantes [revisado en Hayes & McMahon, 2001]. La expresión de estos genes es 
activada por el factor de transcripción Nrf2, que reconoce sus regiones reguladoras 
(elementos de respuesta antioxidante, AREs) [Rushmore et al., 1991; McMahon et al., 
2001; Kensler et al., 2007].  
Un punto central en la regulación de Nrf2 lo constituye su interacción con el inhibidor 
Keap1, que previene la migración nuclear de este factor de transcripción e induce su 
ubiquitinación y degradación proteosómica [Kang et al., 2004; McMahon et al., 2003; 
Zhang & Hannink, 2003; Kobayashi et al., 2006; Kaspar et al., 2009]. La inducción del 
estrés oxidativo provoca la desestabilización de la unión Nrf2-Keap1, probablemente 
por modificaciones post-traduccionales de sus constituyentes (fosforilación por la PKC 
o PERK), permitiendo la liberación de Nrf2 para la activación de genes citoprotectores 
[Huang et al., 2002; Cullinan & Diehl, 2006; McMahon et al., 2003; Zhang & Hannink, 
2003; Bloom & Jaiswal, 2003]. 
Se ha demostrado que la ProTα interactúa con Keap1 de forma específica (in vitro e in 
vivo) uniéndose a su extremo C-terminal, compitiendo con Nrf2 y provocando el 
desplazamiento de este factor de transcripción [Karapetian et al., 2005; Padmanabhan 
et al., 2008; Cino et al., 2011; Hancock et al., 2012]. Estos resultados atribuyen a la 
ProTα el papel de disociador intranuclear del complejo Nrf2-Keap1 [revisado en 
Stepkowski & Kruszewski., 2011], que se encuentra en movimiento constante entre el 
citoplasma y el núcleo celular. La liberación de Nrf2 producida por la unión de la ProTα 
a este complejo es parcial en células no estresadas, provocando un nivel basal de 
transcripción, y está más pronunciada en células en las que se ha inducido estrés 
debido a la predesestabilización del complejo por modificaciones covalentes que 
facilitarían la disociación.  
Terminado el estímulo de estrés oxidativo, el exceso de Nrf2 libre es retirado del 






Keap1 mediada por la ProTα se vuelve ineficiente de nuevo. Así, este mecanismo 
finalizaría la inducción de la expresión de genes protectores frente al estrés celular. 
Por otra parte, se ha sugerido que la ProTα potencia la respuesta de Nrf2 mediante el 
incremento de la transcripción de la proteína p21 dependiente de p53 [Kobayashi et 
al., 2006]. La proteína p21 interviene en la regulación del ciclo celular y la apoptosis: 
media el arresto celular en la fase G1-S, permitiendo procesos de supervivencia como 
la reparación del DNA. En el citoplasma celular, la proteína p21 se une a Nrf2 
compitiendo con Keap1, atenuando la ubiquitinación e induciendo la estabilización de 
este factor de transcripción [Chen et al., 2009].    
 
 
6.5. PROTEOLISIS DE LA PROTIMOSINA α 
Cuando la ProTα fue aislada en 1984 de extractos de timo preparados en condiciones 
en las cuales la actividad proteolítica había sido prevenida, la Tα1 y la Tα11 no eran 
detectadas en la separación de los extractos mediante HPLC de fase reversa. Este 
hecho hizo que algunos autores sugiriesen que la presencia de las timosinas α 
derivadas de la ProTα en la TF5 era un artefacto resultante de la proteolisis 
incontrolada durante su preparación. En contraste, experimentos realizados en 
nuestro laboratorio usando isoelectroenfoque han indicado que la Tα1 está en realidad 
presente en extractos de este tipo de diversos tejidos de mamíferos [Franco et al., 
1992; Freire et al., 1985] (figura 3A). 
La proteasa capaz de procesar de forma específica la ProTα para generar la Tα1 fue 
caracterizada más tarde en nuestro laboratorio como la enzima legumaína ligada a la 
membrana de los lisosomas [Sarandeses et al., 2003]. Esta enzima fue descubierta en 
mamíferos a finales de los años noventa [Chen et al., 1997], aunque ya se conocía 
previamente en plantas [Hara-Nishimura et al., 1993] e invertebrados [Klinkert et al., 
1989]. La legumaína de mamíferos muestra elevada especifidad por un tipo de enlaces 
de asparagina [Dando et al., 1999]: concretamente, in vitro, la enzima únicamente 







Este hallazgo es consistente con los resultados que indican la presencia natural de la 
Tα1 en diferentes tejidos animales [Franco et al., 1992], aunque el significado biológico 
del procesamiento de la ProTα y la presencia celular de la Tα1 es desconocido. 
A juzgar por el análisis de las timosinas α en extractos celulares preparados en 
condiciones de drástica inhibición de la proteolisis, esta proteasa muestra incluso una 
especifidad mayor in vivo, ya que solo la Tα1 era detectada, a una concentración 
similar a la de ProTα, mientras que no se detectaba Tα11 (en concordancia con estudios 
previos en tejidos de mamíferos) [Franco et al., 1992]. Sin embargo, no puede 
desecharse la posibilidad de que la aparente ausencia de Tα11 sea debida a la rápida 
degradación de este péptido in vivo (la no detección del fragmento 29-109 o 36-109 de 
la ProTα en extractos celulares es presumiblemente indicativa también de su rápida 
degradación in vivo). Así, la presencia de Tα11 a bajas concentraciones en la fracción de 
timo de ternera TF5 [Caldarella et al., 1983] podría deberse a las características del 
método usado para su preparación. 
Las características del procesamiento in vivo de la ProTα sugieren que es realizado 
también por la legumaína. A la luz de estos resultados, los fallos previos en la 
detección de Tα1 en extractos preparados bajo condiciones drásticas de 
desnaturalización [Haritos et al., 1984a] puede ser atribuido a su anómalo 
comportamiento cromatográfico en esas condiciones debido a su tendencia a 
agregarse, como evidencian otros estudios [Franco et al., 1992; Freire et al., 1985]. 
La amplia distribución de la Tα1 [Franco et al., 1992] y de la legumaína [Chen et al., 
1997] en diferentes tejidos sugiere que el procesamiento de la ProTα que origina Tα1 
es un proceso general en células de mamíferos. Además, tejidos que muestran una 
elevada actividad de la legumaína como los linfoides [Chen et al., 1997; Manoury et al., 
1998] poseen unos elevados niveles de Tα1. La estructura primaria altamente 
conservada de la ProTα [revisado Freire et al., 2002], especialmente alrededor de los 
enlaces de asparagina/glicina que corta la legumaína, proporciona argumentos que 








Figura 8. Procesamiento proteolítico de la ProTα a Tα1 mediado por una endopeptidasa lisosomal: la 
enzima legumaína. 
 
Sin embargo, no está claro si el procesamiento de la ProTα por la legumaína es un 
simple paso en su catabolismo o si tiene algún significado biológico. La legumaína 
muestra una estricta especificidad por un grupo restringido de enlaces de asparagina, 
lo que ciertamente sugiere que es improbable que contribuya al catabolismo general 
de proteínas, pero sí su participación en procesados específicos de proteínas [Dando et 
al., 1999]. En este sentido, se ha identificado como una proteasa clave en el procesado 
del antígeno MHC de clase II [Manoury et al., 1998]. Estas consideraciones apoyan la 
teoría de que la proteolisis de la ProTα en linfocitos y otras células de mamíferos es un 
mecanismo selectivo y no una degradación inespecífica. Además, el hecho de que la 
Tα1 esté presente en elevados niveles, similares a los de la ProTα, indica que puede 
tener una función biológica. La localización citosólica de la Tα1, su demostrada 
incapacidad para migrar al núcleo [Manrow et al., 1991], y su carencia de señal 
secretora [Eschenfeldt et al., 1989] argumentan una función intracelular no nuclear 






Finalmente, cabe destacar que el procesamiento proteolítico de la ProTα descrito en 
células HeLa apoptóticas [Evstafieva et al., 2000, 2003; Enkemann et al., 2000] no ha 
sido confirmado en otros tipos celulares sometidos a apoptosis, y sucede en un 
contexto biológico enteramente diferente (muerte celular programada) a la 
generación de Tα1 en células proliferantes o no proliferantes. 
 
 
6.6. LA FOSFORILACIÓN DE LA PROTα 
  
i. Fosforilación de la protimosina α y proliferación celular 
Al igual que lo que ocurre con otras proteínas acídicas nucleares que enlazan histonas 
y que están implicadas en la organización estructural de la cromatina, a inicios de los 
años 90 se demostró en experimentos realizados en nuestro laboratorio que la ProTα 
era fosforilada in vitro por la caseín quinasa-2 (CK-2) [Barcia et al., 1992] en residuos 
de Ser y Thr localizados en su región N-terminal (aminoácidos 1-14 de su secuencia). 
Más tarde, se encontró que la ProTα también resultaba fosforilada in vivo, en un grado 
dependiente de la actividad proliferativa de la célula [Barcia et al., 1993]. De hecho, la 
fosforilación de la ProTα era particularmente notable en linfocitos de bazo activados 
mitóticamente, en comparación con linfocitos y otros tipos celulares no activados para 
proliferar [Barcia et al., 1993; Sburlati et al., 1993]. Pero, a diferencia de lo que ocurría 
in vitro, en timocitos, esplenocitos y células HeLa únicamente se fosforilaba en 
residuos de Thr localizados en la secuencia de sus primeros 14 aminoácidos [Barcia et 
al., 1993]. Esta diferencia parecía indicar que la CK-2 podría no ser la responsable de la 
fosforilación de la ProTα en las poblaciones celulares investigadas, sugiriendo que la 
ProTα es fosforilada por otra quinasa. 
En posteriores trabajos de nuestro laboratorio se aisló esta proteína quinasa en 
extractos de esplenocitos de ratón activados para proliferar [Pérez-Estévez et al., 
1997]. Esta proteína (ProTαK), a diferencia de la CK-2, fosforilaba a la ProTα en los 
mismos residuos de Thr que resultaban fosforilados in vivo [Pérez-Estévez et al., 1997], 






sobre la fosforilación de la ProTα in vivo [Barcia et al., 1993] y, al mismo tiempo, 
indicaron que esta ProTαK podría ser la responsable de la fosforilación observada en 
las células de mamíferos.  
Además, se confirmó que los niveles más elevados de actividad fosforilante de la ProTα 
se encontraban en los extractos citosólicos. En este sentido, aunque la ProTα es 
fosforilada por la ProTαK y por la CK-2, sólo la primera era separada mediante 
cromatografía de afinidad sobre ProTα-Sepharosa en los extractos citosólicos de varios 
tipos celulares estudiados [Pérez-Estévez et al., 1997], en los cuales ambas enzimas 
estaban presentes con niveles similares de actividad. 
Los datos de este estudio, particularmente la afinidad de la ProTαK por la ProTα unida 
a Sepharosa, y los resultados del análisis de fosfoaminoácidos de la ProTα fosforilada 
in vivo e in vitro por la ProTαK purificada, reforzaron la hipótesis de que esta enzima 
podría ser la responsable de la actividad fosforilante sobre la ProTα observada in vivo. 
  
 
Figura 9. Identificación de los lugares de fosforilación de la ProTαK en la secuencia de la Protimosina α  









ii. Caracterización de la enzima quinasa responsable de la fosforilación de la 
protimosina α en células en proliferación. 
 
a. Caracterización preliminar de la proteína quinasa de la protimosina α 
Dado que la ProTαK citosólica fosforila a la ProTα en lugares de su secuencia que 
coinciden con las secuencias consenso de fosforilación de la CK-2 [Pinna et al., 1990], 
en nuestro laboratorio investigamos el comportamiento de la ProTαK con sustratos y 
efectores de la CK-2.    
La respuesta de la ProTαK citosólica a los reguladores de la CK-2 es bastante similar a la 
de esta enzima: es intensamente inhibida por la heparina y activada de forma 4 veces 
superior por la protamina y poli-lisina [Pérez-Estévez et al., 1997]. Además, la enzima 
usa ATP (Km de 55 µM) como donador de fosfato.  
Teniendo en cuenta sus sitios de fosforilación y la dependencia de poliaminas para su 
actividad, la ProTαK recuerda a las enzimas de la familia de la CK-2. Sin embargo, 
presenta muchas diferencias: la ProTαK citosólica no fosforila a la caseína ni a un 
sustrato artificial de la CK-2 [Pérez-Estévez et al.  1997], y tampoco utiliza GTP como 
donador de fosfato. Asimismo, experimentos de inmunosupresión con anticuerpos 
contra la subunidad α de la CK-2 no bloqueaban la actividad de la ProTαK [Pérez-
Estévez et al., 1997].  
Los estudios realizados para investigar con mayor profundidad las similitudes y 
diferencias entre la ProTαK y las caseín quinasas, ensayando el efecto de cationes 
divalentes (activadores de las caseín quinasas, aunque con un requerimiento variable 
[Lasa et al., 1997]), determinaron que el Ca+2 no tiene efecto en la actividad de la 
ProTαK, mientras que el Mg+2, Mn+2 y el Co+2 poseen efectos activadores similares a 
concentraciones 5 mM [Pérez-Estévez et al., 2000]. A concentraciones mayores (no 
fisiológicas), el Mn+2 es un activador  más efectivo y el Mg+2 tiene un efecto inhibitorio. 
Este patrón es diferente al observado para las caseín quinasas y corrobora que las 
propiedades catalíticas de estas enzimas son distintas de las de la ProTαK. 
Por otra parte, los datos de filtración en gel de la actividad ProTαK citosólica indican 






enzima separada mediante HPLC señala que la actividad quinasa parece residir en una 
proteína de 60-64 kDa [Pérez-Estévez et al., 1997]. Estos resultados sugieren que la 
enzima forma una estructura oligomérica in vivo. 
 
b. Sustratos y especificidad de la ProTαK 
Para identificar otros posibles sustratos de la ProTαK, en nuestro laboratorio se 
investigó si esta enzima era capaz de fosforilar: a) a proteínas de las fracciones 
citosólicas y nucleares de linfocitos de bazo, y (b) a proteínas de las fracciones 
citosólicas y nucleares de linfocitos de bazo que muestran afinidad por la ProTα-
Sepharosa.  
Los estudios de actividad quinasa in vitro empleando la histona H1 y las histonas del 
octámero de células de timo de ternera como sustratos indicaron que las histonas H2B 
y H3 eran fosforiladas por la ProTαK, aunque con una actividad de fosforilación entre 
2- 4.5 veces menor respecto a la ProTα [Pérez-Estévez et al., 1997]. Sin embargo, su 
patrón de fosforilación no se asemeja al encontrado para las quinasas que fosforilan 
histonas, las cuales son dependientes de AMPC y GMPc [Hill et al., 1990]. Estos 
resultados parecen demostrar que la ProTα es el sustrato celular principal de la ProTαK 
purificada.  
La capacidad de la ProTαK para fosforilar los péptidos derivados de la ProTα (la Tα1 y  la 
Tα11) también fue investigada, ya que los sitios de fosforilación de la ProTα se incluyen 
en su secuencia. Sin embargo, la ProTαK no los fosforila in vitro [Pérez-Estévez et al., 
2000], mientras que la CK-2 fosforila a la Tα1 y a la Tα11 [Barcia et al., 1992]. 
Concordando con estos datos, los niveles de Tα1 y Tα11  fosforiladas in vivo son mucho 
menores que los de la ProTα fosforilada y también mucho menores que los niveles 
totales de ambos péptidos en la célula [Pérez-Estévez et al. 2000].  
 
c. Actividad de la proteína quinasa de la protimosina α en diferentes tipos 
celulares 
El estudio de fraccionados subcelulares obtenidos de hepatocitos y de timocitos 
activados mitóticamente (ambos de ratón), de cultivos subconfluentes de células HeLa 






con elevada afinidad a la ProTα; siendo esta actividad mayoritaria en las fracciones 
citosólicas de los tipos celulares analizados [Pérez-Estévez et al.,  1997].  
Confirmando resultados anteriores de nuestro laboratorio, la actividad ProTαK en las 
fracciones citosólicas de estos tipos celulares parecía ser dependiente de la actividad 
proliferativa de las células: células con una actividad moderada de proliferación 
(hepatocitos, timocitos activados y células HeLa subconfluentes) mostraban una 
actividad quinasa correspondiente al 26-40% de la observada en esplenocitos 
activados mitogénicamente; mientras que la actividad ProTαK de los extractos de 
células NC37 se sitúa en el rango de la de estos esplenocitos. Además, los timocitos no 
estimulados y células HeLa confluentes poseen una actividad ProTαK despreciable. 
Finalmente, las quinasas citosólicas de estos tipos celulares mostraban la misma 
especifidad de fosforilación para la ProTα que la enzima de esplenocitos. 
 
d. Fosforilación de la protimosina α por la ProTαK en células activadas para 
proliferar 
Los estudios realizados para elucidar la base molecular de la dependencia de la 
actividad fosforilante sobre la ProTα con la proliferación celular centraron su 
investigación en el proceso de fosforilación de esta proteína en diferentes fases del 
ciclo celular. De igual modo, se estudió también la influencia de la exposición de las 
células a efectores específicos de proteínas quinasas que tienen una importante 
función en las rutas de señalización reguladoras de la actividad proliferativa. 
Así, la activación mitótica de linfocitos de bazo resulta en un incremento en la cantidad 
de [32P]ortofosfato incorporado en la ProTα [Barcia et al., 1993] y un incremento 
paralelo en la actividad in vitro de la ProTαK presente en las fracciones citosólicas de 
estas células [Pérez-Estévez et al., 1997]. En estudios posteriores [Pérez-Estévez et al., 
2000] se analizó la actividad ProTαK en fraccionados subcelulares de células NC37 
sincronizadas en diferentes fases del ciclo celular (G0, G1, G1-S, G2), encontrándose que 
la actividad ProTαK se eleva durante la fase temprana S, permanece en niveles 
elevados durante la fase S y comienza a declinar cuando la célula entra en fase G2. En 






Los cambios en el ciclo celular son paralelos a los cambios en la expresión génica de la 
ProTα en células en proliferación [Bustelo et al., 1991; Vareli et al., 1996]. 
 
Figura 10. Evolución de la actividad ProTαK a lo largo del ciclo celular en fraccionados subcelulares de  
células NC37 sincronizadas [Pérez-Estévez et al., 2000]. 
 
La relación entre la fosforilación de la ProTα y la activación mitogénica sugiere que 
puede estar implicada en rutas de señalización celular y asociada a circuitos que 
controlan el crecimiento celular. Se ha determinado la actividad ProTαK y los niveles 
de fosforilación de la ProTα  en células bajo los efectos de inhibidores específicos de 
otras proteínas quinasas (PKC, PKA y MAP) con funciones conocidas en eventos de 
fosforilación relacionados con la proliferación. Únicamente los inhibidores de la PKC 
tienen un efecto apreciable en la incorporación de [32P]ortofosfato en la ProTα 
(cuando los linfocitos son activados con ConA e IL-2) [Pérez-Estévez et al., 2000]. Sin 
embargo, ninguno de estos inhibidores afecta a la actividad de la ProTαK in vitro. 
Estos datos indican que la fosforilación de la ProTα en linfocitos de bazo activados 
mitóticamente puede estar modulada por la actividad de la PKC e inducida por la ruta 








e. Regulación de la ProTαK por procesos de fosforilación/desfosforilación 
El efecto de la desfosforilación de la ProTαK en su actividad quinasa fue analizado 
mediante experimentos de incubación de la enzima purificada con fosfatasa alcalina. 
Los resultados demostraron que la desfosforilación de la ProTαK anula su actividad 
[Pérez-Estévez et al., 2000], sugiriendo que esta proteína podría estar regulada 
mediante procesos de fosforilación/desfosforilación.  
Sin embargo, la PKC no fosforila a ninguna de las subunidades constituyentes de la 
ProTαK ni restaura su actividad tras el tratamiento de esta con la fosfatasa alcalina. Por 
lo tanto, cabe pensar que la ProTαK es activada en una ruta dependiente de la PKC (en 
linfocitos de bazo activados) y que su actividad está regulada mediante eventos de  
fosforilación/desfosforilación en los que no participa de forma directa la PKC. Estos 
hallazgos, junto con el hecho de que la ProTαK no muestra capacidad de 
autofosforilación [Pérez-Estévez et al., 1997], indican que otra proteína quinasa es 
responsable de la fosforilación de la ProTαK. 
 
 
Figura 11. Fosforilación de la protimosina α por la ProTαK activada en una ruta de señalización 






iii. Actividad ProTαK y significado biológico de la fosforilación de la protimosina 
α en la célula 
La amplia distribución de la ProTα en las células de mamíferos, con una elevada 
concentración, indica una función central en la proliferación celular; por lo que es 
bastante razonable teorizar la existencia de una quinasa específica para esta proteína. 
Además, sus características sugieren que la ProTαK purificada no se incluye en las 
categorías principales descritas de proteínas quinasas [Pearson & Kemp, 1991]. 
La fosforilación de la ProTα parece tener un significado biológico, por lo menos en 
células en proliferación, por dos motivos principalmente: la existencia de esta proteína 
quinasa altamente específica y la elevada concentración de la ProTα fosforilada en 
estas células (cerca del 18% de las moléculas de ProTα están fosforiladas en linfocitos 
de bazo de ratón estimulados mitogénicamente). De igual modo, la relación directa 
entre la actividad de la ProTαK y la concentración de fosfo-ProTα en células en 
proliferación [Pérez-Estévez et al., 2000; Barcia et al., 1993] apoyan una función con 
significado biológico. 
Los efectos de esta fosforilación en el comportamiento celular de la ProTα son 
desconocidos. Así, se ha demostrado que la capacidad de la ProTα para interactuar con 
las histonas y permitir el ensamblado de los nucleosomas in vitro [Díaz-Jullien et al., 
1996; Covelo et al., 2006] no parece estar afectada por su fosforilación. Además, se ha 
indicado que el proceso de proteolisis in vitro es independiente del estado de 
fosforilación de la ProTα; aunque la presencia de la Tα1 fosforilada en células en 
proliferación y la incapacidad de la proteína quinasa de la ProTα para fosforilar a la Tα1 
[Pérez-Estévez et al., 2000] parecen indicar que la ProTα procesada in vivo debe ser 
previamente fosforilada para originar Tα1 fosforilada. 
Aunque no debe desecharse la posibilidad de que la fosforilación de la ProTα afecte a 
su interacción in vivo con las histonas o con otras macromoléculas en la célula, parece 
probable que dicha fosforilación esté implicada en otros aspectos de la función de la 
ProTα: como su actividad de regulación de la transcripción o su efecto antiapoptótico. 
En este sentido, la ProTα podría estar incluida en el grupo de proteínas cuya actividad 






Claramente, la caracterización estructural y bioquímica de la ProTαK que fosforila a la 
ProTα en células en proliferación es muy importante para elucidar los efectos de dicha 
fosforilación en el comportamiento de la ProTα y para esclarecer la función de esta 
proteína.  
En este sentido, los procedimientos y ensayos experimentales llevados a cabo en el 
laboratorio de investigación en Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de 
Santiago de Compostela dirigido por el profesor D. Manuel Freire Rama y presentados 
en esta Tesis Doctoral han resultado en la inesperada identificación de la ProTαK como 































CONOCIMIENTO ACTUAL DE LA 


















II. CONOCIMIENTO ACTUAL DE LA 
BIOLOGÍA DE LA PROTIMOSINA α Y 
OBJETIVOS 
 
Según se deduce de lo expuesto en la Introducción y en relación a la función biológica 
de la ProTα, las evidencias actuales indican que se trata de una proteína 
multifuncional. Los datos experimentales demuestran que participa de forma esencial 
en la división celular, migrando al núcleo celular e influenciando la actividad de la 
cromatina. Específicamente, se ha demostrado que afecta al proceso de transcripción 
mediante interacciones con factores de trascripción [Cotter et al., 2000; Subramanian 
et al., 2002; Karetsou et al., 2002, 2004; Martini et al., 2000] y con las histonas [Díaz-
Jullien et al., 1996; Karetsou et al., 1998; Gómez-Márquez & Rodríguez, 1998]. Los 
resultados previos en nuestro laboratorio [Covelo et al., 2006] indican que la ProTα 
interactúa con las histonas del octámero y con un complejo nuclear que contiene 
actividades acetiltransferasa y metiltransferasa de las histonas H3 y H4, reforzando la 
teoría de una función nuclear de esta proteína en células en proliferación. Aunque 
estas investigaciones demuestran la habilidad de la ProTα para cooperar en el 
ensamblaje de los nucleosomas in vitro, para promover la descondensación de los 
cromosomas y para unir proteínas modificadoras de histonas y otras proteínas 
relacionadas con la actividad de la cromatina, el mecanismo de asociación y de 
actuación de la ProTα sobre la organización estructural de la cromatina permanece sin 
aclarar. 
Además de las evidencias de la función nuclear de la ProTα, recientemente se han 
encontrado también actividades citoplasmáticas para esta proteína. La función 
citosólica más importante de la ProTα consistiría en su actividad antiapoptótica, 
inhibiendo la activación de la caspasa 3 mediante un mecanismo desconocido [Jiang et 
al., 2003] que parece implicar la interacción con el apoptosoma [Qi et al., 2010] y en el 
que podría estar involucrada la proteína p8 [Malicet et al., 2006]. Sin embargo, la 





especificación de las rutas de supervivencia celular e inhibición de la apoptosis en las 
que está implicada la ProTα se desconoce. 
Otra importante cuestión que continúa sin resolverse es el significado biológico del 
procesamiento proteolítico descrito en nuestro laboratorio para la ProTα y mediado 
por una proteasa lisosomal específica que genera Tα1 [Sarandeses et al., 2003], 
péptido presente de forma natural en los tejidos de mamíferos a una concentración 
similar a la de la ProTα. Todavía debe elucidarse si la presencia estable de la Tα1 en la 
célula refleja una función independiente de esta proteína o indica la simple 
degradación celular de la ProTα. 
La fosforilación citosólica de la ProTα también proporciona indicios adicionales de su 
función biológica. Esta fosforilación, que ocurre en residuos de treonina, es un proceso 
dependiente de la proliferación celular [Barcia et al., 1993], pero su trascendencia 
biológica no está clara. Los sitios de fosforilación está localizados en secuencias 
consenso para la CK-2 situadas en el extremo N-terminal (14 primeros a.a.) de la 
ProTα. De hecho, en nuestro laboratorio encontramos anteriormente que la CK-2 es 
capaz de fosforilar a la ProTα in vitro [Barcia et al., 1992]. Más tarde, aislamos de 
varios tipos celulares una proteína quinasa citoplasmática que designamos ProTαK y 
cuyas propiedades indican que es la enzima específica responsable de la fosforilación 
de la ProTα en las células proliferantes [Pérez-Estévez et al., 1997]. Los estudios de 
esta proteína quinasa [Pérez-Estévez et al., 1997, 2000], aislada de esplenocitos 
murinos, determinan que posee una masa molecular de 180 kDa y que su actividad 
parece corresponderse con un único tipo de subunidades de 60 kDa. Además, fosforila 
a la ProTα en residuos de treonina localizados en posición 7 y 12 o 13, siendo el patrón 
de fosforilación obtenido in vitro idéntico al observado in vivo. Por otro lado, una 
propiedad destacable de esta quinasa la constituye su incapacidad para fosforilar a la 
Tα1 y a la Tα11, aunque ambas contienen en su secuencia los sitios de fosforilación 
descritos para la ProTα.  
De este modo, los lugares específicos de fosforilación de la ProTαK y su incapacidad 
para fosforilar a la caseína y para utilizar GTP como donador alternativo de grupos 
fosfato descartan la posibilidad de que la CK-2 sea la enzima responsable de la 
fosforilación de la ProTα. 





La actividad de la ProTαK se correlaciona con la actividad proliferativa de las células: 
así, durante la progresión del ciclo celular, la ProTαK mantiene su localización 
citoplasmática y alcanza sus niveles de actividad más elevados en la fase G1-S [Pérez-
Estévez et al., 2000].  
Finalmente, una importante característica de la ProTαK en linfocitos de bazo activados 
con concanavalina (ConA) e interleuquina-2 (IL-2) es que su actividad está regulada por 
un proceso de fosforilación incluido en una ruta de señalización dependiente de la 
actividad de la PKC, aunque esta enzima no fosforila directamente a la ProTαK [Pérez-
Estévez et al., 2000]. 
La existencia de una enzima quinasa específica para la ProTα y la presencia de ProTα 
fosforilada en células proliferantes indican un importante significado biológico para 
este proceso de fosforilación [Pérez-Estévez et al., 1997], aunque los efectos sobre el 
comportamiento celular de la ProTα todavía no han sido determinados.  
Así, a pesar de la extensa información disponible sobre las características estructurales 
de la ProTα, el significado de sus modificaciones post-traduccionales y sus mecanismos 
















Los objetivos de nuestro estudio se incluyen en las investigaciones orientadas a la 
caracterización de las proteínas que interaccionan con la ProTα en la célula, al diseño 
de ensayos biológicos para determinar la actividad de la ProTα y a la elucidación del 
significado de su procesamiento proteolítico para generar Tα1.  
La caracterización de las proteínas que interaccionan con la ProTα constituye una 
herramienta muy importante para profundizar en los mecanismos de su función 
biológica y es un paso esencial para resolver su actividad bioquímica en la célula. En 
este sentido, el proyecto de investigación en el que se enmarca esta Tesis Doctoral se 
planteó con la finalidad de caracterizar e identificar la enzima quinasa aislada en 
nuestro laboratorio responsable de la fosforilación de la ProTα, y así esclarecer el 
efecto de este proceso en el comportamiento y función de dicha proteína.  
En concreto, los objetivos planteados son los siguientes: 
 
1. La identificación y la caracterización estructural y bioquímica de la proteína 
quinasa que fosforila a la ProTα en células en proliferación. 
 
2. El estudio del efecto de la fosforilación de la ProTα en su distribución celular y 
transporte nuclear. 
 
3. La investigación de la influencia de la fosforilación de la ProTα en su actividad 
citosólica antiapoptótica.  
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 
1. MATERIAL BIOLÓGICO  
1.1. Células eucariotas 
Células NC37: es una línea celular estable procedente de la transformación de 
linfocitos B humanos. 
Células 293T: es una línea celular estable procedente de epitelio de riñón humano, que 
expresa el antígeno T del virus SV-40. 
Células HeLa: es una línea celular estable procedente de epitelio de carcinoma de 
cuello uterino humano. 
 
1.2. Células procariotas 




ANTICUERPO ORIGEN EPITOPO APLICACIÓN/ENSAYO CONCENTRACIÓN 
 








la ProTα (a.a. 
1-21) 
 
Detección de la ProTα endógena y 
recombinante (Western blot) 
Inmunoprecipitación de la ProTα 
endógena y recombinante 
Citolocalización de  la ProTα endógena 



















la ProTα (a.a. 
95-109) 
 
Detección de la ProTα endógena 
(Western blot) 
Inmunoprecipitación de la ProTα 
endógena 
Citolocalización de la ProTα endógena 
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ANTICUERPO ORIGEN EPITOPO APLICACIÓN/ENSAYO CONCENTRACIÓN 
 
 








la ProTα (a.a. 
1-21) 
 
Detección de la ProTα  endógena y 
recombinante (Western blot) 
Inmunoprecipitación de la ProTα 
endógena y recombinante 
Citolocalización de la ProTα endógena y 



















la ProTα (a.a. 
95-109) 
 
Detección de la ProTα endógena 
(Western blot) 
Inmunoprecipitación de la ProTα 
endógena 
Citolocalización de la  ProTα endógena 



















Detección de la M1 y la M2 (Western 
blot) 
Inmunosupresion de la M1 y la M2 

















Detección de la M2 (Western blot) 
Inmunosupresion de la M2 





















Detección de la ProTα recombinante 
(Western blot) 
Inmunoprecipitación de la ProTα 
recombinante 
Citolocalización de la ProTα 





































Citolocalización de la tubulina 
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Microscopía de inmunofluorescencia 

















pesada de la 
IgG 
 
Microscopía de inmunofluorescencia 






1.4. Otros productos: 
Lactato deshidrogenasa (L-LDH) (SIGMA): suministrada a 790-1020 unidades/mg. 
3, 3´, 5-triiodo-L-tironina (T3) (SIGMA) 
Fosfatasa alcalina biotinilada (New England BioLabs): 1100 unidades/mg. 
Seroalbúmina bovina (BSA) (Merck) 
La ProTα fue purificada de timocitos de ternera siguiendo el protocolo descrito por 
Franco et al., 1992. 
 
El vector plasmídico pcDNA 3.1(+) His6-c-myc (Invitrogen). 
El plásmido pcDNA 3.1(+) His6-c-myc es un vector de 5,4 kb derivado del plásmido 
pcDNA 3.1 diseñado para una elevada estabilidad y para la expresión transitoria en 
células de mamíferos. Se le ha incorporado el origen de replicación de un fago 
filamentoso (fagos de DNA monocatenario, ej. f1), y de este modo tiene la capacidad 
de producir DNA de cadena simple (muy útil para mutagénesis dirigida).  
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Promotor del citomegalovirus (CMV) humano 
 
Permite la expresión eficiente y en altos niveles 
de la proteína recombinante (bases 232-819)  
 
 
Promotor T7/ priming site 
 
 




Sitio de Clonaje Múltiple (MCS) 
 
 




Señal de poliadenilación de la hormona de 
crecimiento bovina (BGH) 
 
 
Eficiencia en la terminación de la transcripción y 





Producción de DNA monocatenario por 
coinfección con el fago f1 (bases 1298-1726) 
 
 
Origen y promotor temprano de SV40 
 
Expresión del gen de resistencia a neomicina y 
replicación episomal en células que expresan el 
antígeno T grande de SV40 (ej. COS-1, COS-7, 
293T) (oncoproteína que permite una replicación 
aumentada al unirse al promotor, ya que funciona 
como una helicasa que  desnaturaliza el DNA para 
su replicación por la maquinaria de la célula 
huésped) (bases 1731-2074) 
  
 
Gen de resistencia a neomicina 
 
Selección de transfectantes estables en células de 
mamíferos (bases 2136-2930)  
 
 
Señal de poliadenilación de SV40 
 
Eficiencia en la terminación de la transcripción y 










Gen de resistencia a ampicilina (β-lactamasa) 
 
Selección del vector en E. coli (bases 4432-5428) 
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Además, presenta una secuencia codificadora para 6 aminoácidos de histidina (His6) y 
la secuencia correspondiente a los aminoácidos 410-419 del péptido c-myc 
(EQKLISEEDL), que se expresarían respectivamente en los extremos N-terminal y C-
terminal de la proteína recombinante sintetizada (para facilitar posteriores análisis de 




2. MATERIAL NO BIOLÓGICO 
2.1. Medios de cultivo 
Para el cultivo en monocapa de las líneas celulares 293T y HeLa se utilizó medio 
esencial mínimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (SIGMA) pH 7.4 que 
contenía un 0.2% de NaHCO3, suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) 
(BioWhittaker), 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina (BioWhittaker).  
Para el crecimiento en suspensión de las células NC37 se empleó medio RPMI 1640 pH 
7.4 que contenía un 0.2% de NaHCO3, suplementado con un 10% de suero fetal bovino 
(FBS) (BioWhittaker), 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina 
(BioWhittaker).  
El crecimiento de las bacterias E. coli transformadas con el plásmido pcDNA 3.1(+) His6-
c-myc se realizó incubando los inóculos en medio Luria-Bertani (LB) pH 7 
suplementado con el antibiótico ampicilina (100 µg/ml) (SIGMA). Los cultivos de 
colonias en medio sólido se realizaron en el mismo medio con 1.5% de bacto-agar 
(Scharlau) y antibiótico a la concentración indicada anteriormente. La composición de 
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2.2. Disoluciones y tampones 
- PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8 mM Na2PO4 y 1.5 mM KH2PO4. 
- TBST-1: 20 mM Tris-HCl pH 7.6, 137 mM NaCl y 0.2% Tween-20. 
- TBST-2: 20 mM Tris-HCl pH 7.6, 137 mM NaCl y 0.1% Tween-20. 
- Tampón de electroforesis SDS/PAGE 1X (Tris-glicina-SDS): 25 mM Tris-HCl pH 
8.3, 192 mM glicina y 0.1% SDS.  
- Tampón de muestra de Laemmli: 60 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 5% β-
mercaptoetanol y 10% glicerol. 
- Tampón de muestra para DNA (6X): 0.25% azul de bromofenol, 0.25% 
xilenocianol y 30% glicerol. 
- Tampón de transferencia: 50 mM Tris-HCl pH 8.3, 380 mM glicina, 0.1% SDS y 
20% metanol. 
- Tampón de transferencia de la ProTα: 20 mM acetato sódico pH 4.5. 
- Tampón Tris-acetato-EDTA (TAE): 40 mM Tris-acetato y 1 mM EDTA. 
- Tampón de diálisis (tampón A): 50 mM Tris-HCl pH 7.5 conteniendo 5% glicerol 
(v/v), 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF y 40 mM NaF. 
- Tampón de diálisis (tampón B): 10 mM fosfato potásico pH 6, con 2mM 
MgSO4, 10 mM β-mercaptoetanol y 0.2 mM FBP. 
- Tampón de lisis de células NC37: 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% 
Nonidet NP-40. 
- Tampón de lisis de células 293T: 20 Mm Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% tritón X-
100 y 0,5% NP-40. 
- Tampón de lisis de células musculares de ratón: 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 
mM KCl, 5 mM MgSO4 y 1 mM EDTA conteniendo 10 mM β-mercaptoetanol. 
- Tampón de ensayos quinasa ProTαK: 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 1.6 
mM EDTA, 1.6 mM EGTA, 26 mM MgCl2, 3.3 mM DTT, 83 mM β-glicerofosfato, 
5% glicerol y 0.1 mM [32P]ATP. 
- Tampón de ensayos de actividad PK: 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 0.1 M KCl, 5 mM 
MgSO4, 2 mM ADP, 2 mM PEP, 0.5 mM FBP, 0.18 mM β-NADH, y 8 U/ml de L- 
LDH. 
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- Tampón de equilibrado de la columna Níquel-agarosa: 50 mM fosfato Na pH 8, 
0.3 M NaCl. 
- Tampón de elución de la columna de fosfocelulosa (1): 50 mM Tris-HCl pH 7.5 
conteniendo 5% glicerol (v/v), 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 40 mM NaF y 0.6 M 
NaCl. 
- Tampón de elución de la columna de fosfocelulosa (2): 70 mM fosfato 
potásico pH 6, 0.2 mM FBP y 0.5 mM PEP o 0.6 M KCl. 
- Tampón de elución de la columna de afinidad Sepharosa-ProTα: 50 mM Tris-
HCl pH 7.5 conteniendo 5% glicerol (v/v), 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 40 mM NaF 
y 1 M NaCl. 
- Tampón de inmunoprecipitación de la ProTαK: 20 mM Tris-HCl pH 7.6, 75 mM 
NaCl, 0.5% Nonidet NP-40, 0.2% CHAPS, 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF y 1 µg/ml 
de leupeptina, pepstatina y aprotinina. 
- Tampón NET: 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM KCl, 1 mM EDTA y 0.1% Nonidet 
NP-40. 
- Tampón de electroforesis en capa fina: 50:5:945 ácido acético/pirimidina/ 
agua, pH 3.5. 
- Tampón de ensayos de desfosforilación: 50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 
1mM MgCl2 y 0.1 mM ZnCl2. 
- Tampón de filtración en gel: 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 5mM MgCl2, 
y 0.18% CHAPS. 
- Tampón de ensayos de actividad caspasa 3: 20 mM HEPES pH 7.4, 20 mM KCl, 
5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 0.05% CHAPS y 10 mM DTT. 
- Tampón de ensayos de actividad caspasa 9: 20 mM HEPES pH 6.5, 20 mM KCl, 
5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 0.05% CHAPS y 10 mM DTT. 
 
2.3. Otros productos: 
i. GE Healthcare BioSciences:  
Sal de trietilamonio de adenosina 5´-[γ-32P] trifosfato ([γ-32P]ATP): suministrado a una 
concentración de 3000 Ci/mmol. 
Proteína A-Sepharosa 
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Fructosa 1,6-bisfosfato (FBP)  
Tripsina-EDTA, solución al 0.25% (m/v).   
Dinucleótido de nicotinamida y adenina, en su forma reducida (β-NADH).  
Adenosina 5´-difosfato (ADP)  
Estreptavidina-agarosa  
Proteína G- agarosa  
Estaurosporina: disuelta a una concentración patrón 1 mM en DMSO. 
Tripas de diálisis con un tamaño de poro de 12.000 Da. 
Ampicilina: solución patrón 50 mg/ml. 
Poli-L-lisina: diluida en agua miliQ a una concentración 0.1 mg/ml y esterilizada por 
filtración (0.22 µm). 
Divinilsulfona al 97%. 
Dimetilformamida 
DAPI, disuelto en agua miliQ (solución patrón 10 mg/ml) y filtrado (0.22 µm). 
iii. Invitrogen: 
LipofectAMINA 2000, para la transfección de ácidos nucleicos en células eucariotas. 
iv. MP Biomedicals: 
Medio DMEM libre de ortofosfato  
v. Serva: 
Ditiotreitol (DTT), disuelto en agua destilada a una concentración patrón 100 mM.  
Leupeptina y pepstatina: solución patrón 5 µg/µl.  




Membranas de nitrocelulosa de 0.2 µm. 
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Concentradores Amicon con un límite de exclusión de 10.000 Da. 
Membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 0.45 µm. 
ix. Merck: 
Etilendiamina 




xi. Pierce Chemical Co. 
Ninhidrina 
xii. PerkinElmer 
[32P]ortofosfato: suministrado como Na4






3.1. CULTIVOS CELULARES 
3.1.1. Condiciones de manipulación 
La manipulación de las líneas celulares se realizó en condiciones estériles en el interior 
de una cabina de flujo laminar vertical TELSTAR BioStar Plus. Los cultivos se 
mantuvieron en el interior de un incubador Heraeus. El material desechable fue 
esterilizado en autoclave antes de su eliminación definitiva.  
 
 
Material y Métodos 




3.1.2. Inicio de los cultivos celulares 
Los cultivos de células NC37, 293T y HeLa se iniciaron a partir de alícuotas de 1 ml 
almacenadas en nitrógeno líquido, que habían sido congeladas en un medio 
compuesto por un 90% de FBS y 10% de DMSO (SIGMA) como agente crioprotector. 
Las alícuotas fueron calentadas en un baño a 37oC, centrifugadas posteriormente a 900 
x g durante 5 minutos para retirar el medio de congelación, y resuspendidas a 
continuación en 5 ml del medio de cultivo correspondiente (106 células/ml). 
 
3.1.3. Mantenimiento de los cultivos celulares 
Las células NC37 fueron cultivadas en botellas Pyrex con agitación a 37oC, doblando el 
volumen del medio de cultivo cada 2 días, proliferando hasta alcanzar una 
concentración aproximada de 106 células/ml. 
Las células 293T y HeLa se mantuvieron en cultivo en frascos de 25 cm2 a 37oC en 
atmósfera humidificada y con un 5% CO2; los cultivos fueron tripsinizados 
periódicamente y divididos en nuevos frascos al alcanzarse la semiconfluencia en la 
monocapa en crecimiento. 
 
3.1.4. Tripsinización de los cultivos de células 293T y HeLa 
Las células 293T y HeLa fueron tripsinizadas periódicamente cuando la monocapa en 
crecimiento alcanzaba un 60-70% de confluencia. Para ello, se eliminó el medio de 
cada frasco de cultivo y se añadió sobre las monocapas 2 ml de solución 0.25% 
tripsina-EDTA (SIGMA) durante 5 minutos. La solución fue retirada y sustituida por el 
volumen de medio DMEM necesario para obtener la dilución deseada; y cantidades 
iguales de células resuspendidas se repartieron en los frascos correspondientes. 
 
3.1.5. Marcaje metabólico de células NC37 y 293T con [32P]ortofosfato 
Para el marcaje metabólico de proteínas con [32P]ortofosfato, las células NC37 y 293T 
fueron incubadas 4 horas en medio DMEM sin ortofosfato y después 14 horas en 
medio DMEM sin ortofosfato conteniendo 100 µCi/ml de [32P]ortofosfato. 
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3.1.6. Análisis del número y viabilidad celular 
El recuento del número de células se realizó directamente a partir del cultivo 
empleando una cámara de Neubauer, y se determinó la viabilidad celular mediante la 
tinción de la muestra en proporción 1:1 con solución 0.4% azul de tripán (SIGMA). 
 
   
3.2. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS CELULARES 
 
3.2.1. Fraccionamiento subcelular de células NC37 
El fraccionamiento subcelular de las células NC37 fue llevado a cabo como describen 
Freire et al., 2001. Las células fueron recogidas de los cultivos correspondientes, 
lavadas 2 veces en PBS y resuspendidas (5 x 107 células/ml) en tampón de lisis frío (50 
mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% Nonidet NP-40, 0.5 mM DTT, 5 mM EGTA, 1 
mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM PMSF, 5 µg/ml pepstatina y 5 µg/ml leupeptina) durante 
10 minutos a 4oC. A continuación, se homogeneizaron en Potter y se centrifugaron a 
2000 x g durante 15 minutos. La fracción citosólica fue obtenida del homogeneizado 
celular por ultracentrifugación del sobrenadante a 100.000 x g durante 1 h a 4oC y 
dializada 24 horas frente a tampón 50 mM Tris-HCl pH 7.5 conteniendo 5% glicerol 
(v/v), 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, y 40 mM NaF (tampón A). 
 
3.2.2. Lisado de células 293T 
Las células 293T fueron tripsinizadas cuando alcanzaron una confluencia del 60-70% y 
resuspendidas en 5 ml de PBS (106 células/ml). Se centrifugaron a 600 x g durante  5 
minutos a 4oC y fueron resuspendidas de nuevo en 5 ml de PBS. El PBS sobrenadante 
fue eliminado por centrifugación y, seguidamente, los pellets celulares fueron lisados 
en tampón frío 20 Mm Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% tritón X-100, 0.5% NP-40, 0.5 
mM PMSF, 5 µg/ml leupeptina, 5 µg/ml pepstatina, 5 µg/ml aprotinina, 1 mM Na3VO4 
y 2 mM NaF (20 x 106 células/ml); permanecieron 30 minutos a 4oC y se agitaron 
esporádicamente. 
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A continuación fue añadida DNAsa 1 a los lisados a una concentración final de 80 
μg/ml. Se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y después se centrifugaron a 
12000 x g durante 5 minutos a 4oC. Se recogieron los extractos sobrenadantes y su 
concentración proteica fue determinada por el método Bradford, tras lo cual fueron 
congelados a -80oC o procesados inmediatamente. 
 
3.2.3. Extractos citosólicos de músculo de conejo 
Los extractos citosólicos de músculo de conejo fueron preparados como describen 
Imamura & Tanaka, 1982. Brevemente, el músculo esquelético de conejo fue triturado, 
y homogeneizado en 3 volúmenes de tampón 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM KCl, 5 
mM MgSO4 y 1 mM EDTA conteniendo 10 mM β-mercaptoetanol. El homogeneizado 
fue ultracentrifugado y se obtuvo el extracto citosólico crudo, que fue dializado 24 
horas en tampón 50 mM Tris-HCl pH 7.5 conteniendo 5% glicerol (v/v), 1 mM DTT, 0.5 
mM PMSF y 40 mM NaF. 
 
 
3.3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD QUINASA PROTαK 
 
3.3.1. Ensayos de actividad ProTαK y fosforilación de la ProTα  
Los ensayos de actividad ProTαK en los diferentes extractos o fracciones purificadas 
fueron realizados según el protocolo descrito por Pérez-Estévez et al., 1997, en 
tampón de ensayos quinasa (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 1.6 mM EDTA, 1.6 
mM EGTA, 26 mM MgCl2, 3.3 mM DTT, 83 mM β-glicerofosfato, y 5% glicerol) 
conteniendo 0.1 mM [γ-32P]ATP y ProTα de ternera (5 µg) como sustrato. Tras 30 
minutos de incubación a 37oC, las mezclas de reacción (25 µl) fueron detenidas 
añadiendo tampón de muestra Laemmli 2X. Los componentes de las mezclas de 
reacción fueron analizados mediante electroforesis SDS-PAGE con visualización 
radiográfica de las bandas de los geles. La fosforilación de la ProTα (actividad quinasa) 
fue expresada en unidades arbitrarias proporcionalmente a la cantidad de [32P] 
incorporado por dicha proteína, y estimada mediante análisis densitométrico de los 
impactos radiográficos. 
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3.3.2. Efecto de la FBP, Mn+2, L-cisteína, L-alanina y T3 en la actividad ProTαK      
Los efectos de la FBP (0.5, 2, o 5 mM), Mn+2 (5, 10 o 15 mM), L-cisteína (0.05, 0.1 o 
0.15 mM), L-alanina (0.5, 1 o 3 mM), o T3 (0.1, 0.5 o 1 µM) en la actividad ProTαK 
fueron determinados mediante la adición de los respectivos efectores a los extractos a 
las concentraciones indicadas, seguido de una incubación de 30 minutos a 4oC previa a 
los ensayos de actividad. 
3.3.3. Ensayos de actividad ProTαK con PEP como donador de ortofosfato. 
La capacidad del PEP para reemplazar al ATP durante la transferencia del ortofosfato a 
la ProTα fue ensayada mediante la adición de PEP 2 mM a las mezclas de reacción de 
fosforilación en sustitución del ATP. La generación de piruvato obtenido como 
resultado de la posible transferencia del ortofosfato desde el PEP a la ProTα fue 
monitorizada mediante ensayos PK usando el método acoplado NADH-LDH [Bücher & 
Pfleiderer, 1955; revisado en Imamura & Tanaka, 1982] (apartado 3.8.1). 
 
 
3.4. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS CON ACTIVIDAD PROTαK 
3.4.1. Cromatografía de intercambio iónico y cromatografía de afinidad 
Los extractos citosólicos de células NC37 fueron cromatografiados en columnas de 
fosfocelulosa (a razón de 10 mg de extracto por mililitro de intercambiador iónico) 
previamente equilibradas con tampón A, y posteriormente lavadas con el mismo 
tampón conteniendo 0.1 M NaCl. La ProTαK fue eluida con tampón A 0.6 M NaCl.  
Las fracciones con actividad ProTαK fueron dializadas contra tampón A 75 mM NaCl y 
purificadas por cromatografía de afinidad ProTα-Sepharosa, según el procedimiento 
descrito por Pérez-Estévez et al., 1997. La ProTα purificada de timo de ternera fue 
enlazada a Sepharosa 4B según el procedimiento recomendado por el fabricante 
(Pharmacia) y a una concentración de 1 mg proteína/ml de matriz. La eficacia del 
acoplamiento, que fue determinada mediante el ensayo colorimétrico de la proteína 
no ligada [Bradford, 1976], fue siempre superior al 85%. Alícuotas de 15 mg fueron 
purificadas por cromatografía de afinidad usando 1 ml de ProTα-Sepharosa, y las 
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proteínas retenidas fueron eluidas empleando 6 volúmenes de tampón A 1M NaCl, 
para obtener la fracción de proteínas citoplasmáticas con alta afinidad por la ProTα. 
Posteriormente, las fracciones con actividad ProTαK se dializaron frente a tampón A y 
se concentraron mediante centrifugación en concentradores Amicon (límite de 
exclusión de 10.000 Da) hasta una concentración final 1 mg/ml. 
 
3.4.2. Separación por SDS-PAGE y ensayos de actividad ProTαK de las bandas 
renaturalizadas  
Alícuotas (200 µg) de la ProTαK purificada mediante cromatografía de intercambio 
iónico y cromatografía de afinidad fueron separadas mediante SDS-PAGE (geles del 
8%). Después de la electroforesis, las proteínas separadas se renaturalizaron siguiendo 
el método de Hutchcroft et al., 1991, con ligeras modificaciones. Los geles fueron 
lavados 2 veces (15 minutos cada vez) con 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 1 mM 
DTT y 0.005% Tween-20 y otras 2 veces con tampón de ensayos quinasa. Los geles se 
cortaron en porciones de 2mm; cada porción fue triturada y las proteínas eluidas 24 
horas a 4oC en 50 µl de tampón de ensayos quinasa. La actividad ProTαK fue ensayada 
de forma separada en cada porción o en combinación de varias de ellas, centrándose 
el análisis de dicha actividad en extractos de bandas del gel que contenían proteínas 
situadas en un rango de 60-70 kDa. 
 
3.4.3. SDS-PAGE de la fracción con actividad ProTαK 
Los productos recuperados de las porciones con máxima actividad ProTαK fueron 
separados de nuevo en geles SDS-poliacrilamida (8%). Para ello, se lavaron las bandas 
de los geles con H2O (15 minutos), se trituraron, se incubaron con tampón de muestra 
Laemmli 2x durante 30 minutos a temperatura ambiente, y se incubaron otros 10 
minutos a 40oC antes de la electroforesis. Después de la separación, los geles fueron 
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3.5. ESPECTROMETRÍA DE MASAS 
3.5.1. Análisis MALDI-TOF/ LS-ESI-IT 
Las proteínas separadas mediante SDS-PAGE y teñidas con plata fueron digeridas con 
tripsina y analizadas mediante espectrometría de masas de exclusión dinámica MALDI-
TOF/LS-ESI-IT en los Servicios de Proteómica del Centro de Biología Molecular Severo 
Ochoa (Universidad Autónoma, Madrid). 
 
3.5.2. Identificación de los sitios de fosforilación 
Los sitios de fosforilación de la ProTα y de la M2-PK se identificaron mediante análisis 
espectrométrico Linear Ion Traps-MS (LIT) de los péptidos trípticos derivados usando el 
modo de Simple Ion Reaction (SIR) [Villar et al., 2006]. 
 
 
3.6. PURIFICACIÓN DE LA ISOFORMA M2-PK CON ACTIVIDAD PROTαK Y ACTIVIDAD 
PK EN CÉLULAS NC37 
3.6.1. Fraccionamiento secuencial con sulfato amónico y cromatografía de afinidad a 
ProTα 
Los extractos citosólicos de células NC37 fueron cromatografiados directamente en 
columnas de ProTα-Sepharosa (como describen Pérez-Estévez et al., 1997), o 
fraccionados previamente mediante precipitación secuencial con sulfato amónico (SA) 
hasta una saturación del 45% o 75% respectivamente, obteniendo así las fracciones de 
45% y 75% SA (F45 SA y F75 SA) [Imamura & Tanaka, 1982], que fueron dializadas en 
tampón A y seguidamente sometidas también a cromatografía de afinidad sobre 
ProTα-Sepharosa. Todas las operaciones cromatográficas se realizaron a 4oC. 
A continuación, alícuotas de las diferentes fracciones cromatográficas obtenidas 
fueron dializadas frente a tampón A para realizar ensayos de actividad ProTαK o 
dializadas frente a tampón 10 mM fosfato potásico pH 6, con 2mM MgSO4, 10 mM β-
mercaptoetanol y 0.2 mM FBP (tampón B) para posteriores ensayos de actividad PK. 
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3.6.2. Purificación de las actividades ProTαK y PK 
Las fracciones con actividad ProTαK separadas mediante cromatografía de afinidad de 
la F45 SA fueron concentradas por centrifugación en concentradores Amicon (límite de 
exclusión de 10.000 Da) y más tarde purificadas mediante cromatografía de 
intercambio iónico-HPLC en las condiciones previamente descritas por Pérez-Estévez et 
al., 1997. Así, estas fracciones fueron cromatografiadas en una columna Spherogel-TSK 
DEAE-SPW (7.5 x 75 mm) equilibrada previamente con tampón A, en un sistema HPLC 
Beckman Gold. La columna fue eluida con 0-0.8 M NaCl (gradiente lineal) en el mismo 
tampón. El flujo empleado fue de 0.5 ml/min y se recogieron fracciones cada minuto.  
La PK en la F75 SA fue purificada mediante el método descrito por Imamura & Tanaka, 
1982: cromatografía de fosfocelulosa (equilibrada con tampón B) y elución con tampón 
70 mM fosfato potásico pH 6, con 0.2 mM FBP y 0.5 mM PEP, seguida de otra elución 
con tampón 70 mM fosfato potásico pH 6, 0.2 mM FBP y 0.6 M KCl.   
Las fracciones de la ProTαK y la PK purificadas fueron separadas mediante SDS-PAGE y 
ensayadas con anticuerpo anti-M2 (ver tabla de Anticuerpos, 1.3), y la proteína 
inmunoreactiva analizada mediante espectrometría de masas (apartado 3.5.1). 
 
 
3.7. ENSAYOS DE ACTIVIDAD PK 
 
3.7.1. Determinación de la actividad PK mediante el método acoplado NADH-LDH  
La actividad PK de los distintos extractos y fracciones fue determinada usando el 
método acoplado NADH-LDH [Bücher & Pfleiderer, 1955; revisado en Imamura & 
Tanaka, 1982]. Este método se basa en la medición espectrofotométrica de las 
variaciones de absorbancia (a 340 nm) de uno de los cosustratos de la reacción de la 
lactato deshidrogenasa (LDH) acoplada a la reacción catalizada por la piruvato quinasa 
presente en el medio: la coenzima reducida NADH.  
La actividad PK viene determinada por la siguiente reacción catabólica: 
Fosfoenolpiruvato (PEP) + ADP  →  Piruvato + ATP    
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A esta reacción, mediante la adición de la enzima lactato deshidrogenasa en la mezcla 
de incubación, se acopla la siguiente: 
Piruvato + NADH  → Lactato + NAD+    
Las mezclas de reacción (1ml) contenían 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 0.1 M KCl, 5 mM 
MgSO4, 2 mM ADP, 2 mM PEP, 0.5 mM FBP, 0.18 mM β-NADH, y 8 U de ι-LDH. La 
actividad PK fue calculada mediante monitorización de la reducción de absorbancia a 
340 nm debida a la desaparición de NADH en la reacción acoplada. 
 
3.7.2. Efecto de la FBP, Mn+2, L-cisteína, L-alanina y T3 en la actividad PK 
Los efectos de la FBP, Mn+2, L-cisteína, L-alanina y T3 sobre la actividad PK fueron 




3.8. VECTORES DE EXPRESIÓN DE LA PROTα Y TRANSFECCIÓN EN CÉLULAS 293T Y 
HELA 
3.8.1. Vector de expresión: plásmido pcDNA 3.1(+) His6-c-myc (ver apartado 1.4). 
Figura 1. Principales elementos del vector 
plasmídico pcDNA 3.1(+) His6-c-myc y 
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3.8.2. Inserto: cDNA de la ProTα 
El inserto clonado en el vector de expresión pcDNA 3.1(+) His6-c-myc se corresponde 
con el cDNA de la ProTα humana [Eschenfeldt & Berger, 1986; Goodall et al., 1986] y 
fue introducido en el lugar de restricción único de la enzima EcoR1 en el Sitio de 
Clonaje Múltiple (MCS) de dicho vector  (GenScript) (figura 1).  
Asimismo, se generó también un vector en el que se sustituyó mediante mutagénesis 
directa el codón ACC (Thr) en posición 7  de la secuencia de la ProTα (posición 14 del 
cDNA modificado) por GCA (Ala), obteniéndose de este modo 2 construcciones 
plasmídicas: 1) el vector recombinante que expresa la ProTα humana nativa [His6-c-
myc ProTα (Thr)] y 2) el vector que expresa la ProTα mutada en posición 7 [(His6-c-myc 
ProTα (Ala)] (T7A). 
  
Figura 2.  Secuencia de los diferentes insertos introducidos en el vector pcDNA 3.1(+) His6-c-myc. La 
secuencia 1 se corresponde con el cDNA de la ProTα humana; la secuencia 2 se corresponde con el 
cDNA de la ProTα humana a la que se le ha añadido la secuencia codificadora de 6 histidinas en el 
extremo N-terminal y la secuencia codificadora del péptido c-myc (EQKLISEEDL) en el C-terminal (ambas 
en negrita, subrayadas y en mayúsculas); finalmente, la secuencia 3 se corresponde con el cDNA de la 
ProTα humana con las 6 histidinas y el péptido c-myc añadidos y mutada en la posición 7 (14 en la 
secuencia de la construcción plasmídica completa) señalada en rojo: acc (Thr) → gca (Ala) (T7A). 
 
 
1) tca gac gca gcc gta gac acc agc tcc gaa atc acc aag gac tta aag gag aag aag gaa gtt gtg gaa 
gag gca gaa aat gga aga gac gcc cct gct aac ggg aat gct aat ggggag cag gag gct gac aat gag gta 
gac gaa gaa gag gaa gaa ggt ggg gag gaa gag gag gag gaa gaa gaa ggt gat ggt gag gaa gag gat 
gga gat gaa gat gag gaa gct gag tca gct acg ggc aag cgg gca gct gaa gat gat gag gat gac gat gtc 
gat acc aag aag cag aag acc gac gag gat gac tag 
 
2) CAC CAC CAC CAC CAC CAC  tca gac gca gcc gta gac acc agc tcc gaa atc acc aag gac tta aag 
gag aag aag gaa gtt gtg gaa gag gca gaa aat gga aga gac gcc cct gct aac ggg aat gct aat 
ggggag cag gag gct gac aat gag gta gac gaa gaa gag gaa gaa ggt ggg gag gaa gag gag gag gaa 
gaa gaa ggt gat ggt gag gaa gag gat gga gat gaa gat gag gaa gct gag tca gct acg ggc aag cgg 
gca gct gaa gat gat gag gat gac gat gtc gat acc aag aag cag aag acc gac gag gat gac GAA CAA 
AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAG GAT CTG ATT tag 
 
3) CAC CAC CAC CAC CAC CAC  tca gac gca gcc gta gac gca agc tcc gaa atc acc aag gac tta aag 
gag aag aag gaa gtt gtg gaa gag gca gaa aat gga aga gac gcc cct gct aac ggg aat gct aat 
ggggag cag gag gct gac aat gag gta gac gaa gaa gag gaa gaa ggt ggg gag gaa gag gag gag gaa 
gaa gaa ggt gat ggt gag gaa gag gat gga gat gaa gat gag gaa gct gag tca gct acg ggc aag cgg 
gca gct gaa gat gat gag gat gac gat gtc gat acc aag aag cag aag acc gac gag gat gac GAA CAA 
AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAG GAT CTG ATT tag 
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3.8.3. Crecimiento (amplificación) y extracción del plásmido pcDNA 3.1(+) His6-c-myc 
Para la amplificación del vector se transformaron bacterias E. coli DH5α con el 
plásmido pcDNA 3.1(+) His6-c-myc, portador del cDNA de la ProTα humana nativa o 
mutada, mediante el tratamiento con CaCl2 en frío [Sambrook et al., 1989].  
Las bacterias DH5α transformadas se crecieron en 3 ml de LB con ampicilina (100 
μg/ml). Los cultivos se mantuvieron en agitación (200 r.p.m.) toda la noche a 37oC y, a 
continuación, fueron diluidos y sembrados en placas de LB-agar-ampicilina. Se 
crecieron toda la noche a 37oC y cuando las colonias individuales eran visibles y 
diferenciables, se picaron con palillos y se inocularon en cultivos de LB con ampicilina: 
se mantuvieron en agitación (200 r.p.m.) a 37oC hasta que su densidad óptica (D.O) a 
600 nm se situó entre 1-1.5 (todos los pasos anteriores se realizaron a la llama). A 
continuación, se procedió a la extracción del plásmido utilizando el sistema HiPure 
Plasmid Midiprep de Invitrogen a partir de cultivos de 100 ml de cultivo bacteriano 
(siguiendo las instrucciones del fabricante). Se determinó su concentración y pureza 
espectrofotométricamente, y se almacenaron las dos construcciones plasmídicas 
(vector de la ProTα recombinante mutada T7A y no mutada) y el vector vacío en 
alícuotas a -80oC.  
La presencia de los plásmidos en los eluidos finales se confirmó mediante el corte con 
la enzima de restricción EcoR1 (incubación 2 horas a 37oC) seguido de electroforesis en 
gel de agarosa 0.8% en TAE 1X con bromuro de etidio (0.5 μg/ml) a 65 voltios; y 
visualización UV (según el protocolo descrito en Sambrook et al., 1989). 
 
3.8.4. Transfección de células 293T y HeLa  
EN FRASCO (Falcon de 25 cm2): Las células 293T o HeLa fueron transfectadas cuando la 
confluencia de la monocapa se encontraba en torno al 70-80%. Previamente a la 
transfección, las células se mantuvieron 2 horas en un volumen de 5 ml de DMEM sin 
FBS ni antibiótico, en atmósfera humidificada, a 37oC y 5% CO2. 
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EN POCILLO (placa Falcon de 24 pocillos; 2 cm2/pocillo): Las células HeLa o 293T 
fueron tripsinizadas 24 horas antes de la transfección, cuando su confluencia en la 
monocapa se situaba en torno a un 70-80%. Se resuspendieron en 5 ml de DMEM 10% 
FBS 1% antibiótico y se tomó una alícuota para su contaje microscópico y la 
determinación de su viabilidad mediante el método del azul tripán. La concentración 
celular final se ajustó por dilución o por centrifugación y resuspensión en el volumen 
necesario de DMEM, según el caso, a 3 x 105 células/ml. En los pocillos de la placa se 
colocaron cubres circulares (Ø 13 mm) esterilizados mediante flameado en metanol y 
se añadió 0.5 ml de cultivo celular resuspendido (1.5 x 105 células). Las células se 
mantuvieron en atmósfera humidificada a 37oC y 5% CO2.Dos horas antes de la 
transfección, y tras observar microscópicamente el crecimiento y confluencia celular 
de la monocapa y la correcta adherencia a los cubres,  a las células les fue retirado el 
medio de cultivo y se les añadió 0.5 ml de DMEM sin FBS ni antibiótico/pocillo. 
Permanecieron a 37oC y 5% CO2 hasta el momento de la transfección. 
La transfección se llevó a cabo en ambos casos utilizando LipofectAMINA 2000 y 
siguiendo las instrucciones del fabricante para la formación de complejos estables 
DNA-liposomas, que fueron añadidos directamente al medio de cultivo celular. La 









(5 x 106 CÉLULAS) 
 
6 μg plásmido + 0.5 ml DMEM 
 
                                                  5´ 




           POCILLO 
(4 x 105 CÉLULAS) 
 
 
0.7 μg plásmido + 25 µl DMEM 
 
                                                   5´ 
1.5 μl lipofectamina + 25 µl DMEM 
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Todas las mezclas se realizaron con DMEM sin FBS ni antibiótico. Las mezclas de 
transfección que portaban el plásmido diluido en DMEM se añadieron 5 minutos 
después de su preparación a las mezclas de LipofectAMINA 2000 diluida. 
En el caso de las transfecciones en frasco, las mezclas completas tuvieron un volumen 
aproximado de 1 ml y se añadieron gota a gota a los frascos tras 20-30 minutos de 
incubación a temperatura ambiente. Antes de la adición, a los frascos se les retiró el 
DMEM (5 ml) sin FBS ni antibiótico y se les añadió 1.5 ml de DMEM fresco sin FBS ni 
antibiótico. El volumen final de transfección en cada frasco fue de 2.5 ml. 
El volumen final de las mezclas completas de transfección en pocillo fue 
aproximadamante de 50 μl, y se añadieron gota a gota a los pocillos tras 20-30 minutos 
de incubación a temperatura ambiente. A los pocillos se les había retirado 
previamente el DMEM (0.5 ml) sin FBS ni antibiótico y se les había añadido 200 μl de 
DMEM fresco sin FBS ni antibiótico. El volumen final de transfección en cada pocillo 
fue de 250 μl. 
Las células se mantuvieron de 4-6 horas en atmósfera humidificada a 37oC y 5% CO2. Al 
cabo de ese tiempo, el medio fue retirado y sustituido por 5ml (frasco) o 0.5 ml 
(pocillo) de DMEM 10% FBS 1% antibiótico. Las células permanecieron 48 horas en 
atmósfera humidificada a 37oC y 5% CO2 hasta su extracción, lisis y análisis por 
Inmunowestern blot o hasta su fijación y análisis por microscopía confocal de 
fluorescencia.  
 
3.8.5. Separación de la ProTα recombinante mediante cromatografía de Níquel-
agarosa  
La purificación de la ProTα recombinante se llevó a cabo por cromatografía de Níquel-
agarosa: Nickel Chelate Kit (Hispanagar). Esta matriz de afinidad (compuesta de 
agarosa cargada con Ni)  está diseñada específicamente para la unión y captura de 
proteínas recombinantes que poseen colas de histidina (10-20 mg proteína/ml matriz-
gel).  
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Todas las fases del protocolo cromatográfico se realizaron a 4oC:  
Se usó un volumen inicial de matriz Ni-agarosa de 75 μl y se centrifugó a 5100 x g 
durante 1 minuto para eliminar el etanol 30% en el que era conservada. Se lavó con 
400 μl de agua destilada y seguidamente con 400 μl de tampón de equilibrado.  
A continuación, la matriz fue bloqueada inespecíficamente con BSA 3% en PBS durante 
10 minutos. Tras un lavado, se cargaron los extractos de las células 293T transfectadas 
(1-1.2 x 107 células). La unión de la ProTα recombinante de los extractos con la matriz 
se realizó durante 30 minutos. Seguidamente, la matriz fue lavada con tampón de 
equilibrado 0.5% Tritón X-100/ 5 mM imidazol. La elución de la ProTα recombinante se 
realizó con tampón de equilibrado 500 mM imidazol (2 veces con un volumen de 
tampón de 30 μl). 
Finalmente, se determinó la concentración proteica de los eluidos por el método 
Bradford. 
La detección de la ProTα recombinante en las muestras obtenidas se realizó siguiendo 
el protocolo descrito en el apartado 3.9.2 (SDS-PAGE y Western blot). 
 
 
3.9. ENSAYOS INMUNOLÓGICOS 
3.9.1. Purificación de anticuerpos de conejo anti-ProTα por inmunoafinidad 
La purificación de los anticuerpos anti-ProTα se realizó siguiendo el protocolo descrito 
por Harlow & Lane, 1988: los sueros anti-NT- y CT- ProTα (NeoSystem) fueron 
centrifugados a 3000 x g durante 30 minutos a 4oC y se les añadió un volumen de 
solución saturada (4 M) de sulfato amónico igual al inicial (en agitación y mantenidos a 
temperatura ambiente) durante 2 h. Después permanecieron durante 7 h a 4oC y 
fueron centrifugados a 3000 x g durante 30 minutos a 4oC. Los pellets se secaron al aire 
10 minutos y se resuspendieron en PBS en 1/2 del volumen inicial de suero. 
Finalmente, fueron dializados en tripas de diálisis de 12 kDa de tamaño de poro frente 
a PBS pH 7.4 a 4oC durante 20 h. 
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A continuación, fueron incubados con una matriz de afinidad ProTα-Sepharosa en 
tampón 10 mM Tris pH 7.5 durante 24 h a 4oC en agitación. Se cargaron en columnas y 
se lavaron con tampón 10 mM Tris pH 7.5 y tampón 10 mM Tris pH 7.5, 0.5 M NaCl. 
Se llevó a cabo una primera elución con tampón glicina 100 mM pH 2.5. Seguidamente, 
se realizó un lavado con tampón 10 mM Tris pH 8.8 y una segunda elución con 100 mM 
trietilamina pH 11.5. 
Las fracciones recogidas se combinaron y concentraron en Amicon a 3000 x g durante 
4oC en ciclos de 15 minutos. Cuando se alcanzó un volumen final en torno a 400-500 µl 
de eluido, se realizaron 5 ciclos de diálisis con 10 volúmenes de PBS. 
La concentración final de anticuerpos purificados anti-NT- y CT- ProTα en los eluidos 
concentrados y dializados se calculó en base a su absorbancia a 280 nm. Se dividieron 
en alícuotas y se congelaron a -20oC. 
 
3.9.2. Análisis por SDS-PAGE e inmunodetección por Western blot de la ProTα 
La electroforesis SDS-PAGE se llevó a cabo siguiendo el procedimiento de Laemmli, 
1970. La concentración de poliacrilamida empleada para el gel concentrador fue del 
4% y para el gel separador del 15%. A las alícuotas (40 μg) de los diferentes extractos 
se les añadió 5 μl de tampón de muestra 5X y pironina al 1%, y se completaron con 
H2O destilada hasta un volumen final de 20 μl. Fueron calentadas a 100
oC durante 5 
minutos y microfugadas. Las muestras se corrieron a un amperaje constante de 35 mA 
hasta la salida del frente de pironina. 
La transferencia proteica se realizó a membranas de nitrocelulosa activadas para la 
ProTα [Lauritzen et al., 1990]. Brevemente, la activación se llevó a cabo mediante la 
incubación de la membrana en una solución de divinil sulfona (1.03 ml), 
dimetilformamida (2 ml) y 0.5M NaHCO3/Na2CO3 pH 10 (17 ml) durante 1 h a 
temperatura ambiente y en agitación suave; seguidamente, fue incubada 30 minutos 
en 1% trietilamina y, finalmente, tratada con 1% glutaraldehido en 0.5M 
NaHCO3/Na2CO3  pH 10 durante 15 minutos. Tras el proceso, las membranas se lavaron 
en agua miliQ a temperatura ambiente durante 24 h. 
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Las proteínas se transfirieron durante 7 horas a 45 mA constantes y 13 V a 4oC, en 
tampón acetato sódico 20 mM pH 4.5 [Karetsou et al., 1998]. 
La inmunodetección se realizó según los protocolos estándar, utilizando TBS-0.2% 
Tween pH 7.6 para los lavados de las membranas y leche en polvo disuelta al 5% en 
TBS-0.2% Tween para los bloqueos e incubaciones con los anticuerpos específicos. Se 
utilizaron 3 anticuerpos primarios diferentes para la detección de la ProTα: un 
anticuerpo anti-NT-ProTα capaz de reconocer a la ProTα endógena y a la ProTα 
recombinante expresada en las células, un anticuerpo anti-histidina que tiene como 
epitopo los 6 residuos de histidina del extremo N-terminal de la ProTα recombinante y 
un anticuerpo anti-c-myc que reconoce el péptido c-myc del extremo C-terminal. Los 
anticuerpos secundarios usados llevaban conjugada la enzima peroxidasa (HRP). 
ANTICUERPO PRIMARIO  
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(ECL Western blotting analisis 
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system, GE healthcare) 
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(ECL Western blotting analisis 
system, GE healthcare) 
d: 1/5000 
 
El revelado de las membranas se realizó utilizando el kit ECL (Western blotting analisis 
system, GE healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
3.9.3. Análisis por SDS-PAGE e inmunodetección por Western blot de la ProTαK 
Alícuotas de los diversos fraccionados celulares (40 µg) o inmunoprecipitados (20 µl) 
fueron separadas mediante SDS-PAGE según el protocolo de Laemmli, 1970. La 
concentración de poliacrilamida empleada para el gel separador fue del 8% y para el 
gel concentrador del 4%.  
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Las proteínas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa con un tamaño de 
poro de 0.22 µm durante 2 h a 50 V constantes y a 4oC en tampón 50 mM Tris pH 8.3, 
380 mM glicina, 0.1% SDS y 20% metanol, donde fueron incubadas con los anticuerpos 
primarios: anti-M1 o anti-M2. Los sitios de unión inespecífica se bloquearon con 5% 
leche en polvo en TBS-0.1% Tween. La inmunodetección se realizó con los anticuerpos 
diluidos en la solución anterior, mediante incubaciones de 2 h a temperatura ambiente 
o 16 h a 4oC. Tras los lavados con TBS-0.1% Tween, la incubación con los anticuerpos 
secundarios-HRP fue de 60 minutos. Las proteínas inmunoreactivas se detectaron 
mediante peroxidasa empleando el sistema ECL (Western blotting analisis system, GE 
healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
3.9.4. Ensayos de inmunosupresión  
La inmunodepleción y los inmunoensayos de actividad ProTαK se realizaron usando la 
ProTαK purificada de la fracción F45 SA de extractos citosólicos de células NC37. Para 
los ensayos de inmunodepleción [Kishimoto et al., 1991], alícuotas (50 µg) de la 
ProTαK fueron incubadas en tampón de ensayos quinasa (50 µl) con cantidades 
variables de suero no inmune, suero anti-M1 o anticuerpo anti-M2. Las mezclas se 
incubaron 4 horas a 4oC con agitación suave. Posteriormente, fueron añadidos 40 µl de 
proteína A enlazada a Sepharosa (para el suero no inmune) o proteína G (para el suero 
anti-M1 y el anticuerpo anti-M2), y las mezclas se incubaron otras 2 horas a 4oC. Los 
inmunocomplejos se obtuvieron por centrifugación, y la actividad quinasa en el 
sobrenadante fue ensayada después de añadir 100 µM [γ-32P]ATP a las mezclas de 
reacción. 
 
3.9.5. Inmunoprecipitación de la ProTαK 
Para la inmunoprecipitación, la ProTαK purificada (300 µg) fue diluida en 500 µl de 
tampón de inmunoprecipitación (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 75 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-
40, 0.2% CHAPS, 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF y 1 µg/ml de leupeptina, pepstatina y 
aprotinina), preincubada con 20 µl de suero no inmune 2 horas a 4oC, e incubada con 
20 µl de suero anti-M1 o 3 µg de anti-M2 (previamente acoplados a 40 µl de proteína 
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G-Sepharosa) durante 4 horas a 4oC. Los inmunocomplejos fueron recuperados por 
centrifugación y lavados 3 veces con tampón de inmunoprecipitación. 
Para los inmunoensayos quinasa [Mullapudi et al., 2000], alícuotas del material 
inmunoprecipitado fueron lavadas 2 veces con tampón de ensayos quinasa, 
suspendidas en 35 µl del mismo tampón y la actividad quinasa ensayada. 
 
3.9.6. Ensayos de coinmunoprecipitación ProTα-M2 en células NC37 y células 293T 
transfectadas 
 
i) Ensayos de coinmunoprecipitación en células NC37 
Los ensayos de coinmunoprecipitación en extractos citosólicos de células NC37 (3 mg) 
se realizaron usando anticuerpos purificados anti-NT- y CT- ProTα (20 µg 
respectivamente) previamente acoplados a proteína G (20 mg) según el protocolo 
descrito por Harlow & Lane, 1988. Brevemente, el acoplamiento a proteína G se llevó a 
cabo en PBS durante 1 h a 4oC con agitación suave. A continuación, los complejos 
anticuerpo-proteína G fueron lavados con tampón 0.2 M borato sódico pH 9, y se 
añadió dimetilpimelimidato (DMP) a una concentración final de 5 mg/ml en el mismo 
tampón (en agitación y durante 30 minutos). Finalmente, la reacción de acoplamiento 
se detuvo mediante la incubación con tampón 0.1 M Tris-HCl pH 8, seguida de 2 
lavados con tampón NET y resuspensión en PBS. Los complejos fueron obtenidos por 
centrifugación a 3000 x g durante 5 minutos.      
La inmunoprecipitación se realizó durante 24 h a 4oC. Los extractos fueron 
centrifugados a 400 x g durante 1 minuto y los pellets resultantes se lavaron 2 veces 
con tampón NET (5 min a 4oC) y 1 vez con PBS (5 min a 4oC). Los inmunoprecipitados se 
eluyeron con 40 µl de tampón de muestra 1.5X, se calentaron a 100oC durante 5 min y 
se microfugaron.   
Los inmunocomplejos obtenidos fueron separados por SDS-PAGE y analizados 
mediante Western blot. 
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ii) Ensayos de coinmunoprecipitación en células 293T transfectadas 
Lisados (1.5 mg) de células 293T transfectadas (apartado 3.8.3) con el vector que 
expresa la ProTα recombinante o con el vector vacío fueron tratados con 20 µl de 
suero preinmune ligado a proteína A (4h a 4oC) y, seguidamente, inmunoprecipitados 
durante 24 h a 4o C con anticuerpo anti-c-myc (8.5 µg) acoplado a proteína A (según el 
protocolo descrito en el apartado anterior). Los lisados fueron centrifugados a 400 x g 
durante 1 minuto y los pellets lavados 2 veces con tampón NET (5 min a 4oC) y 1 vez 
con PBS (5 min a 4oC). Los inmunoprecipitados se eluyeron con 30 µl de tampón de 
muestra 1.5X, se calentaron a 100oC durante 5 minutos y se microfugaron. 
Los inmunocomplejos obtenidos fueron separados por SDS-PAGE y analizados 
mediante Western blotting. 
 
3.9.7. Cuantificación de proteínas 
La cuantificación de la proteínas inmunoreactivas en los diferentes fraccionados fue 
determinada mediante análisis densitométrico (software Quantity One de BIO-RAD) de 
los respectivos Western blots, refiriendo la concentración de la proteína 




3.10. ANÁLISIS DE FOSFOAMINOÁCIDOS 
3.10.1. Purificación de la proteína M2 fosforilada in vivo 
El análisis de fosfoaminoácidos  de la proteína M2 fosforilada in vivo se realizó según el 
protocolo descrito por Van der Geer et al., 1993. La isoforma M2 de la PK fue 
purificada de extractos de células NC37 marcadas metabólicamente (400 x 106 c.p.m.) 
mediante precipitación con sulfato amónico (F45 SA), cromatografía de afinidad a 
ProTα-Sepharosa e inmunoprecipitación con anticuerpo monoclonal anti-M2. Los 
inmunocomplejos fueron sometidos a electroforesis SDS-PAGE, transferidos a 
membranas de PVDF y detectados por autorradiografía. La identidad de la proteína M2 
se confirmó mediante Western blot. 
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3.10.2. Hidrólisis y análisis en capa fina 
Las bandas que contenían  proteína M2 radiactiva fueron cortadas, hervidas durante 2 
horas en 200 µl de 6 N HCl a 110oC en viales cerrados con atmósfera de N2 y 
centrifugadas. El sobrenadante fue diluido con agua y liofilizado. Los pellets secos 
fueron resuspendidos en 10 µl de tampón de electroforesis (50:5:945 ácido 
acético/pirimidina/agua, pH 3.5) conteniendo 0.5 mg/ml de fosfoserina, fosfotreonina 
y fosfotirosina y sometidos a electroforesis de una dimensión en capa fina en placas de 
celulosa (Merck) a 4oC durante 1 hora a 1000 V. A continuación, se secaron las placas, 
se tiñeron con ninhidrina 0.25% en acetona y se autorradiografiaron para detectar los 
aminoácidos marcados con [32P]. 
 
 
3.11. ENSAYOS DE DESFOSFORILACIÓN  
La desfosforilación se realizó mediante incubación de los componentes de la F45 SA y 
la F75 SA en presencia de fosfatasa alcalina biotinilada (0.1 U/µg) en 50 mM Tris-HCl 
pH 7.9, 100 mM NaCl, 1mM MgCl2 y 0.1 mM ZnCl2 durante 30 minutos a 37
oC. 
La fosfatasa alcalina fue eliminada mediante incubación con estreptavidina-agarosa 
siguiendo las instrucciones del fabricante (New England Biolabs). 
 
 
3.12. FILTRACIÓN EN GEL 
Componentes de la F45 SA (600 µg) y de la F75 SA (400 µg) de extractos citosólicos de 
células NC37, tratados o no tratados con 5 mM FBP y/o fosfatasa alcalina, fueron 
cromatografiados en columnas Superdex 200 (GL/300) (GE Life Sciences) en 20 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 5mM MgCl2, y 0.18% CHAPS a un flujo de 0.4 ml/min. Se 
recogieron fracciones cada minuto y la actividad ProTαK y PK fue ensayada en alícuotas 
(1/10) de cada fracción individualmente. La presencia de la proteína M2 
inmunoreactiva se determinó mediante el análisis de alícuotas (1/20) de las distintas 
fracciones  por Western blot. 
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3.13. ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPÍA CONFOCAL  
 
3.13.1. Citolocalización de la ProTα endógena y/o la His6-c-myc ProTα (nativa y 
mutada en Thr7) en células 293T y HeLa transfectadas y sin transfectar 
Transcurridas 48 horas después de la transfección en placa de 24 pocillos sobre 
cubreobjetos circulares esterilizados (apartado 3.8.3), las células 293T o HeLa fueron 
sometidas a ensayos de inmunofluorescencia siguiendo el protocolo descrito en 
Spector et al., 1998. Para ello fueron lavadas con PBS (300 μl/pocillo) e 
inmediatamente fijadas con 4% paraformaldehido en PBS (300 μl/pocillo) durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Las células 293T y HeLa sin transfectar fueron 
tratadas de forma similar cuando alcanzaron un 70-80% de confluencia. 
Tras un lavado con PBS, se procedió a la permeabilización de las células fijadas con 
0.2% Tritón X-100 en PBS (300 μl/pocillo) durante 2 minutos. A continuación, fueron 
lavadas 3 veces con PBS y bloqueadas con 3% BSA en PBS (300 μl/pocillo) durante 1 
hora a temperatura ambiente. Después de 1 lavado con PBS se llevó a cabo la 
incubación con los anticuerpos específicos: las células se mantuvieron con el 
anticuerpo primario diluido con 3% BSA en PBS (300 μl/pocillo) durante 1 hora a 
temperatura ambiente, y con el anticuerpo secundario diluido con 3% BSA en PBS (300 
μl/pocillo) durante 35 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Los núcleos 
celulares se tiñeron con colorante DAPI, diluido (0.2 µg/ml) en la mezcla de incubación 
de los anticuerpos secundarios. El protocolo finalizó con 2 lavados con PBS. 
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Los anticuerpos secundarios de cabra anti-conejo (reconoce los anticuerpos anti-c-myc 
y anti-NT- o CT- ProTα purificado) y anti-ratón (reconoce el anticuerpo anti-tubulina) 
están marcados con 2 fluorocromos diferentes: Alexa 488 (emisión en verde) y Alexa 
594 (emisión en rojo) respectivamente (Invitrogen).  
Los cubreobjetos circulares con las células fijadas y teñidas se retiraron de los pocillos 
de la placa (eliminando los restos de PBS) y se colocaron en grupos de 3 sobre 
portaobjetos rectangulares. A cada cubre se le añadió 1 gota (7 μl) de Mowiol 4-88 
(Calbiochem). Finalmente se colocó 1 cubreobjetos rectangular sobre los circulares 
montados en el portaobjetos y  se inmovilizó en los extremos para iniciar el análisis por 
microscopía. 
Para la observación microscópica de fluorescencia se utilizó un microscopio confocal 
espectral Leica TCS-SP2 con software Leica, y la captura de imágenes se realizó con una 
cámara Leica DFC 350 FX. 
 
  
3.14. ENSAYOS DE ACTIVIDAD APOPTÓTICA 
 
3.14.1. Inducción apóptotica de cultivos de células 293T transfectadas y no 
transfectadas mediante incubación con estaurosporina  
24 horas después de la transfección de las células 293T empleando LipofectAMINA 
2000 (apartado 3.9.3), al medio DMEM de los cultivos celulares se añadió 
estaurosporina (STS) a diferentes concentraciones finales: 0.2 µM, 0.5 µM y 1 µM. 
Estas concentraciones se combinaron con diferentes tiempos de incubación a 37oC y 
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3.14.2. Preparación de lisados de células 293T apoptóticas 
Tras la inducción apoptótica de los cultivos, las células 293T se tripsinizaron y se 
recogieron en 5 ml de PBS/frasco (106 células/ml). Se centrifugaron 10 min a 4oC y se 
resuspendieron en 1 ml de tampón de lisis para la caspasa 9 (20 mM HEPES pH 6.5, 20 
mM KCl, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 0.05% CHAPS, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 5 µg/µl 
leupeptina, 5 µg/µl pepstatina, 1 mM EDTA y 10 mM NaF) o de tampón de lisis para la 
caspasa 3 (20 mM HEPES pH 7.4, 20 mM KCl, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 0.05% CHAPS, 
1 mM DTT, 1 mM PMSF, 5 µg/µl leupeptina, 5 µg/µl pepstatina, 1 mM EDTA y 10 mM 
NaF), siguiendo el protocolo descrito y revisado por Liu & Wang, 2000. Brevemente, las 
células se mantuvieron 30 min a 4oC y a continuación se lisaron mediante rotura en 
Potter (30 pasadas en hielo). Finalmente, los lisados fueron ultracentrifugados a 
100.000 x g durante 1 h 30 minutos a 4oC. Se recogieron los sobrenadantes y su 
concentración proteica fue determinada por el método Bradford. 
 
3.14.3. Ensayos de actividad caspasa 9 y caspasa 3 
A partir de cada lisado apoptótico obtenido mediante el procedimiento descrito en el 
apartado anterior se realizaron 2 mezclas de reacción (cada una por triplicado) 
conteniendo 20 y 40 µg de proteína respectivamente. Los sustratos fluorogénicos de la 
caspasa 9 (LEHD-AMC) y de la caspasa 3 (DEVD-AMC) (BACHEM) fueron añadidos a una 
concentración final de 25 µM. El volumen final de las mezclas fue de 100 µl y se 
alcanzó rellenando las muestras con tampón de ensayos de actividad caspasa 9 (20 
mM HEPES pH 6.5, 20 mM KCl, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 0.05% CHAPS y 10 mM DTT)  
[adaptado de Zou et al., 2003] o de actividad caspasa 3 (20 mM HEPES pH 7.4, 20 mM 
KCl, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 0.05% CHAPS y 10 mM DTT) [adaptado de Genini et al., 
2000]. Para las mezclas control se utilizaron alícuotas de los lisados de cultivos 
transfectados y no transfectados de células 293T sin tratar con estaurosporina. 
Las mezclas de reacción se incubaron a 37oC durante 1 o 2 horas y la actividad de las 
caspasas 9 y 3 fue determinada en un fluorímetro F-2000 (HITACHI) a partir de la 
intensidad de la fluorescencia generada (excitación a 360 nm-emisión a 460 nm) por el 
resto fluorocrómico liberado tras la rotura enzimática del respectivo sustrato sintético.  
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Paralelamente, alícuotas de los lisados fueron separadas mediante electroforesis SDS-
PAGE y analizadas por Western blot. La ProTα endógena y la ProTα recombinante 
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1. PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL 
DE LA ACTIVIDAD PROTαK EN LINFOCITOS NC37 
1.1. Purificación de la ProTαK en extractos citosólicos de células NC37 
Para purificar y caracterizar la proteína quinasa responsable de la fosforilación de la 
ProTα (ProTαK) en células en proliferación, se usaron extractos citosólicos de linfocitos 
B humanos transformados (células NC37) en los que previamente se habían 
encontrado elevados niveles de actividad ProTαK [Pérez-Estévez et al., 1997]. Se 
diseñó un procedimiento de purificación con la finalidad de obtener grandes 
cantidades de ProTαK (esquematizado en la figura 1) basado en la cromatografía de 
intercambio iónico en columnas de fosfocelulosa seguido por una cromatografía de 
afinidad a ProTα en columnas de ProTα-Sepharosa. Las fracciones de la ProTαK 
purificada cromatográficamente fueron, a continuación, separadas mediante SDS-
PAGE y se buscó la actividad enzimática de la ProTαK entre sus componentes en el gel 
renaturalizado. Con ese objetivo, se empleó una modificación en la técnica de 
renaturalización de geles [Hutchcroft et al., 1991] en la cual los ensayos de actividad 
ProTαK son realizados en condiciones renaturalizantes en los extractos de las 
porciones de 2 mm en las que los canales de los geles de poliacrilamida fueron 
cortados. Se había observado previamente que la actividad ProTαK copurificaba con 
una proteína de 60 KDa [Pérez-Estévez et al., 2000], y este procedimiento permitía 
también ensayar la actividad ProTαK no solo en cada banda sino también combinando 
bandas localizadas en diferentes posiciones en los geles.  
 
Figura 1. Esquema de la purificación de la quinasa que fosforila a la protimosina α (ProTαK) en 






El análisis de las actividades ProTαK en los diferentes extractos de las porciones del gel 
de poliacrilamida (figura 2A) indicó que la actividad ProTαK se encontraba presente 
exclusivamente en las porciones que contenían proteínas en el rango de 60 kDa, y no 
se observaron variaciones en la actividad ProTαK cuando alícuotas de extractos de 
estas porciones se combinaron con otras (datos no mostrados). 
La separación mediante SDS-PAGE de los componentes en la porción con la mayor 
actividad ProTαK demostró que contenía una única proteína (figura 2B). Esta proteína 
fue analizada por espectrometría de masas (se incluye el análisis en la figura 1 del 
Anexo) y en base a la secuencia de sus péptidos trípticos, mostrada en la figura 2C, se 
identificó como la isoenzima M2 de la piruvato quinasa humana (PK; EC 2.7.1.40) 
(secuencia en la figura 2C) [Tani et al., 1988]. Esta identificación resultó inesperada y 
especialmente relevante, ya que indicaría un nuevo comportamiento catalítico para 
esta enzima. Es decir, la isoforma M2 de la PK, además de su actividad en la síntesis de 
ATP y piruvato en la glucólisis, presentaría una actividad de proteína quinasa 
empleando ATP. 
La isoforma M2 es una de las cuatro isoenzimas (L, R, M1 Y M2) de la PK en mamíferos, 
las cuales son codificadas por dos genes distintos. Las isoenzimas L y R son codificadas 
por el gen PKL (con diferentes promotores específicos de tejido) [Noguchi et al., 1987; 
revisado en Mazurek, 2011], mientras que los tipos M1 y M2 son los productos 
resultantes de un proceso de corte y empalme alternativo de un tránscrito primario 
del gen PKM. La isoforma M2 difiere de la isoforma M1 en 23 de 531 aminoácidos, que 
se concentran  en un segmento de 56 aminoácidos (a.a. 378-434) del extremo C-
terminal de la proteína M2 (ver secuencia en la figura 2C), y que deriva de la inclusión 
alternativa del exón 9 (M1) o 10 (M2) [Noguchi et al., 1986; Takenaka et al., 1991; 
Clower et al., 2010; David et al., 2010].  
Las  características especiales de la isoforma M2, siendo expresada preferencialmente 
en células proliferantes y células tumorales [Reinacher & Eigenbrodt, 1981; Reinacher 
et al., 1979; Yamada & Noguchi, 1999a; Staal & Rijksen, 1991] hacen factible su 
correspondencia con la ProTαK, ya que esta proteína quinasa es esencial para la 
proliferación celular, y además esas son las condiciones en las que tiene lugar la 







Figura 2. Caracterización estructural de la proteína con actividad ProTαK purificada de extractos de 
células NC37. A) SDS-PAGE y ensayos de actividad ProTαK en gel. La ProTαK, purificada por 
cromatografía de intercambio iónico y cromatografía de afinidad, fue separada mediante SDS-PAGE y la 
actividad ProTαK ensayada en los extractos de las porciones de 2 mm del gel en condiciones 
renaturalizantes (se representa en cada porción por las barras oscuras). B) Análisis SDS-PAGE de los 
componentes en la porción del gel con la actividad máxima de ProTαK. La banda principal fue 
obtenida, digerida con tripsina, y los péptidos trípticos analizados por espectrometría de masas (figura 1 
en Anexo). C) Análisis mediante espectrometría de masas LS-ESI-IT de la proteína con actividad 
ProTαK. Se indican las secuencias de los péptidos trípticos identificados en la espectrometría de masas 
y, en el recuadro, se presenta la secuencia de la isoenzima M2 de la PK humana [Tani et al., 1988] (en la 
que se incluyen dichos péptidos). Los 56 aminoácidos del exón 10, que diferencia la isoenzima M2 de la 






2. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS ACTIVIDADES 
PROTαK Y PK EN LINFOCITOS HUMANOS 
Los resultados obtenidos nos llevaron a diseñar, a continuación, una serie de 
experimentos conducentes a investigar las características de la evolución de la 
proteína M2 por las cuales se puede originar su habilidad para fosforilar a la ProTα 
(añadida a la capacidad catalítica de promoción de la síntesis de ATP en su actividad 
piruvato quinasa). Con este propósito llevamos a cabo un estudio comparativo de las 
actividades ProTαK y PK en extractos de células NC37. 
  
2.1. Estudio de la afinidad a ProTα de las actividades ProTαK y PK en extractos 
citosólicos de células NC37  
Inicialmente, y debido a los resultados de experimentos previos en nuestro laboratorio  
que demostraban la afinidad de la ProTαK por la ProTα ligada a Sepharosa [Pérez-
Estévez et al., 1997], se comparó la afinidad por la ProTα de las actividades ProTαK y 
PK en extractos citosólicos crudos.  
Los resultados mostrados en la figura 3A indican que la actividad ProTαK se recupera 
exclusivamente en las fracciones con afinidad por la ProTα. Por el contrario, la 
actividad PK es retenida en su totalidad en la fracción sin afinidad por la ProTα.  
Paralelamente, se analizó la presencia de la proteína M2-inmunoreactiva en los 
diferentes fraccionados de la cromatografía de afinidad empleando un anticuerpo 
monoclonal anti-M2 que reconoce exclusivamente esta isoforma y también un 
anticuerpo policlonal anti-M1 que es inmunoreactivo contra las isoformas M1 y M2. La 
proteína M2 fue detectada de manera similar en los distintos fraccionados separados 
mediante SDS-PAGE, y analizada por Inmunowestern blot utilizando ambos tipos de 









Figura 3. Análisis comparativo de la afinidad a ProTα-Sepharosa de las actividades PK y ProTαK en 
extractos de células NC37. A): Componentes del citosol crudo (1 mg) fueron separados en columnas de 
ProTα-Sepharosa y las actividades ProTαK y PK determinadas en alícuotas de las fracciones con y sin 
afinidad a la ProTα: la actividad ProTαK fue ensayada en mezclas de reacción (25 µl) en tampón de 
actividad quinasa conteniendo 5 µg de ProTα como sustrato, incubadas durante 30 minutos a 37
o
C 
[Pérez-Estévez et al., 1997]; la actividad PK fue ensayada en mezclas de 1ml en tampón de actividad PK 
que contenían 8 U de enzima ι-lactato deshidrogenasa, monitorizando la reducción de su absorbancia a 
340 nm [revisado en Imamura & Tanaka., 1982](Material y Métodos) B): Alícuotas (5 µg) de estas 
fracciones fueron separadas mediante SDS-PAGE y analizadas por Western blot usando anticuerpos anti-
M2 (ver Tabla de Anticuerpos en Material y Métodos). El input corresponde a un análisis similar de 10 µg 
de citosol crudo. Los datos son representativos de tres experimentos independientes que difieren 
menos de un 15%. 
 
La cuantificación de la proteína M2-inmunoreactiva en los Western blots de la figura 
3B, indica que la mayoría de esta proteína (sobre un 90%) no presenta afinidad por la 






M2 es retenida por la ProTα-Sepharosa junto con la actividad ProTαK (porcentajes 
similares fueron obtenidos a partir de los Western blots de la proteína M2- 
inmunoreactiva cuando se emplearon anticuerpos anti-M1). 
 
2.2. Estudio de la afinidad a ProTα de las actividades ProTαK y PK en fraccionados 
por sulfato amónico de extractos citosólicos de células NC37 
A continuación, se realizó un análisis similar en las fracciones citosólicas de células 
NC37 obtenidas mediante fraccionamiento con sulfato amónico (SA), que se ha 
demostrado eficaz en la separación de la actividad de la M2-PK en diversos extractos 
[Imamura & Tanaka, 1982]. Por ello, extractos citosólicos de células NC37 fueron 
secuencialmente fraccionados con el 45% (F45 SA) y luego con el 75% (F75 SA) de 
saturación de sulfato amónico. 
Este fraccionamiento fue especialmente eficiente en la separación de las actividades 
ProTαK y PK, tal como se muestra en el análisis de las respectivas actividades 
enzimáticas en los diferentes fraccionados separados por afinidad a ProTα-Sepharosa, 
presentado en la figura 4A: la actividad ProTαK aparece exclusivamente en la F45 SA y 
la actividad PK en la F75 SA. 
Por otra parte, como se observa en los resultados de la figura 4A, las afinidades por la 
ProTα-Sepharosa de las actividades ProTαK y PK muestran un patrón similar al 
encontrado en la separación de los componentes en extractos crudos de células NC37 
(figura 3A), mostrando la actividad ProTαK una clara afinidad por la ProTα-Sepharosa, 
mientras que la actividad PK no interactúa con ella. 
El análisis por Inmunowestern blot de la distribución de la proteína M2 en los diversos 
fraccionados, utilizando anticuerpo anti-M2, se presenta en la figura 4B. La 
cuantificación densitométrica de la proteína M2 indicó que aproximadamente un 20% 
de esta proteína aparece en la F45 SA y un 80% en la F75 SA. En los extractos F45 SA, 
más de la mitad de la proteína M2 muestra afinidad por la ProTα acompañando a la 
actividad ProTαK, lo que representa sobre un 10% de la isoforma M2 total en las 
células NC37. En contraste, la proteína M2 recuperada en los extractos F75 SA junto 







Figura 4. Análisis comparativo de las actividades PK y ProTαK en extractos de células NC37 
fraccionados con sulfato amónico. A): Componentes (1 mg) de las fracciones F45 SA y F75 SA fueron 
cromatografiados en columnas de ProTα-Sepharosa y las actividades ProTαK y PK fueron ensayadas en 
las diferentes fracciones como se indica en la figura 3. B): Alícuotas (5 µg) de estas fracciones fueron 
separadas mediante SDS-PAGE y analizadas por Western blot usando anticuerpos anti-M2. El input 
corresponde a un análisis similar de 7 µg de componentes en la F45 SA y en la F75 SA. Los datos son 
representativos de tres experimentos independientes que difieren menos de un 15%.  
 
2.3. Análisis estructural de la isoforma M2 con actividad ProTαK y de la isoforma M2 
con actividad PK 
Dado que la proteína M2 copurificaba con las dos actividades enzimáticas ProTαK y PK, 
se decidió realizar un análisis estructural de la isoforma M2 presente en los 
fraccionados con estas actividades. Para ello, las actividades ProTαK y PK fueron 






sulfato amónico. Los componentes en la F45 SA fueron separados mediante HPLC de 
intercambio iónico siguiendo el protocolo establecido en nuestro laboratorio para la 
purificación de la ProTαK [Pérez-Estévez et al., 1997], y los componentes de la F75 SA 
por cromatografía de intercambio iónico sobre fosfocelulosa y posterior elución con 
fosfoenolpiruvato (PEP), siguiendo el método descrito para la purificación de la M2-PK 
[Imamura & Tanaka, 1982]. 
En la figura 5A se presenta el diagrama de elución de la actividad ProTαK purificada de 
la F45 SA mediante HPLC de intercambio iónico, en el que se indican los niveles de la 
actividad ProTαK ensayada en las diferentes fracciones, así como el resultado del 
análisis por Inmunowestern blot de las fracciones con dicha actividad empleando 
anticuerpo anti-M2. Como se muestra en dicha figura, la ProTαK coeluye con la 
proteína M2, con un patrón de elución similar al descrito para la ProTαK obtenida de 
extractos de esplenocitos de ratón [Pérez-Estévez et al., 1997].   
Asimismo, en la figura 5B se muestra el patrón de elución de la actividad PK contenida 
en la F75 SA y separada mediante cromatografía sobre fosfocelulosa. Como se indica 
en la figura, la actividad PK es eluida específicamente con PEP como una proteína pura 







Figura 5. Purificación de la isoforma M2 con actividad ProTαK y actividad PK en células NC37.              
A) Purificación de la actividad ProTαK en la F45 SA de extractos de células NC37. Las fracciones con 
actividad ProTαK separadas por cromatografía de afinidad sobre ProTα-Sepharosa fueron purificadas 
mediante HPLC de intercambio iónico, y ensayada la actividad ProTαK y la presencia de proteína M2 
mediante Inmunowestern blot en las diferentes fracciones, tal como se indica en Material y Métodos.   
B) Purificación de la actividad PK en la F75 SA de extractos de células NC37. El fraccionado F75 SA fue 
cargado sobre una columna de fosfocelulosa eluida secuencialmente con tampón de elución 
conteniendo 0.5 mM PEP y 0.6 mM KCl, ensayando en las diferentes fracciones la actividad PK y 
separando alícuotas de estas fracciones mediante SDS-PAGE para proceder a su tinción con azul de 
Coomassie o a su análisis por Inmunowestern blot con anti-M2 (Material y Métodos 1.3). Las líneas de 






La proteína inmunoreactiva con anti-M2 obtenida en ambas separaciones 
cromatográficas fue analizada mediante espectrometría de masas. El análisis 
espectrométrico de esta proteína con actividad ProTαK (figura 2 del Anexo) y actividad 
PK (figura 3 del Anexo) confirmó que la proteína que copurifica con ambas actividades 
(ProTαK y PK) se corresponde con la isoforma M2 de la PK. 
De acuerdo con estos resultados, las actividades ProTαK y PK parecen corresponderse 
con dos formas de la proteína M2 separables mediante fraccionamiento con sulfato 
amónico, y diferenciadas por su afinidad a ProTα-Sepharosa. 
 
2.4. Caracterización inmunológica de la actividad ProTαK purificada de extractos 
citosólicos de células NC37 
Para confirmar la relación de la ProTαK con la isoforma M2, llevamos a cabo 
experimentos de inmunosupresión y de inmunoprecipitación de la actividad de la 
ProTαK procedente de la purificación mediante HPLC de intercambio iónico de la F45 
SA de células NC37, empleando los dos anticuerpos inmunoreactivos con M2 indicados 
anteriormente (apartado 2.1): anticuerpo monoclonal anti-M2 y suero anti-M1. 
Como se indica en la figura 6A, los dos anticuerpos anti-M1 y anti-M2 suprimen de 
forma eficaz la actividad ProTαK de la enzima purificada.  
Además, estos anticuerpos son capaces de inmunoprecipitar la proteína M2 de las 
fracciones de la ProTαK purificada (figura 6B). La isoforma M2 inmunoprecipitada fue 
utilizada para la realización in vitro de ensayos de actividad ProTαK, y los resultados de 
estos experimentos demostraron que dicha proteína provoca la incorporación de       
[γ-
32
P]ortofosfato en la estructura de la ProTα, tal como señala la figura 6B.     
En conclusión, estos análisis confirman que la proteína M2 que copurifica con la 










Figura 6. Caracterización inmunológica de la ProTαK. A) Inmunosupresión de la actividad ProTαK con 
anticuerpos anti-M1 y anti-M2. La actividad ProTαK, purificada mediante cromatografía de afinidad a 
ProTα y HPLC de intercambio iónico de la F45 SA de extractos citosólicos de células NC37, fue ensayada 
en ausencia o presencia de la cantidad señalada de suero no inmune, suero anti-M1 o anticuerpo 
monoclonal anti-M2. Las barras representan la actividad quinasa expresada como porcentaje de la 
actividad ProTαK en ausencia de anticuerpo. Las líneas de error indican la ± SD de cuatro experimentos 
independientes. B) Inmunoprecipitación de la ProTαK mediante anticuerpos anti-PK. La ProTαK 
purificada como en el panel A fue inmunoprecipitada con 20 µl de suero no inmune, 20 µl de suero anti-
M1 o 3 µg de anti-M2. La actividad ProTαK, así como la presencia de la proteína M2, fue determinada en 
cada inmunocomplejo. La actividad ProTαK (panel superior) se corresponde a la [
32
P]-ProTα detectada 
por autorradiografía en las respectivas mezclas de actividad quinasa separadas en SDS-PAGE. Alícuotas 
de los complejos inmunoprecipitados fueron también separadas paralelamente mediante SDS-PAGE y 
analizadas por Western blot usando anticuerpos anti-M2. La posición de la proteína M2 inmunoreactiva 






2.5. Estudio comparativo del patrón de afinidad a ProTα y de las actividades ProTαK 
y PK de la isoforma M1 de la PK 
Con la finalidad de completar el estudio de la relación de las isoformas M de la 
piruvato quinasa con las actividades PK y ProTαK, investigamos la capacidad de la 
isoenzima M1 para interactuar y fosforilar a la ProTα, usando extractos de músculo de 
conejo que contienen de forma casi exclusiva dicha isoenzima [Reinacher et al., 1979; 
Yamada & Noguchi, 1999a; revisado en Mazurek, 2011]. Con este fin, la M1-PK de 
músculo fue separada por su afinidad a ProTα-Sepharosa y en las fracciones obtenidas 
se ensayó su actividad ProTαK y PK.  
 
 
Figura 7. Análisis de las actividades PK y ProTαK en extractos musculares de conejo. A): Extractos 
citosólicos de músculo de conejo fueron cromatografiados en columnas de ProTα-Sepharosa y sus 
actividades ProTαK y PK ensayadas en alícuotas de las fracciones con y sin afinidad a la ProTα como se 
indica en la figura 3. B): Alícuotas (5 µg) de estas fracciones fueron analizadas por Inmunowestern blot 
usando suero anti-M1. El input corresponde al análisis de 5 µg de extracto citosólico crudo de músculo 







Los resultados en la figura 7 indican que la isoforma M1 se comporta de forma similar 
a la proteína M2 en la fracción F75 SA. Así, posee actividad PK, no tiene actividad 
ProTαK y presenta un bajo grado de afinidad a la ProTα-Sepharosa (figura 7A). Por otra 
parte, el análisis por Inmunowestern blot de los diversos fraccionados (figura 7B) 
confirma que la proteína M1 presenta un comportamiento idéntico a la actividad PK. 
 
2.6. Estudio comparativo de la influencia de diferentes efectores sobre las 
actividades M2-ProTαK y M2-PK 
Para concluir el estudio comparativo de las actividades ProTαK y PK, se investigó la 
influencia que diversos efectores propios de la actividad PK tienen sobre la actividad 





, y de los aminoácidos cisteína y alanina [revisado en Imamura & Tanaka, 
1982 y Muñoz & Ponce, 2003; Ignacak & Stachurska, 2003] sobre las actividades 
ProTαK y PK purificadas de las fracciones F45 SA y F75 SA.  
Los resultados en la figura 8 muestran que existen diferencias en la respuesta de las 
dos actividades enzimáticas frente a algunos efectores. Mientras que la FBP es esencial 
para la actividad PK (las condiciones estándar utilizadas para evaluar la actividad PK 
incluyen FBP), la actividad ProTαK no se ve afectada por esta molécula. Ambas 




, y este último tiene un fuerte efecto 
activador en un amplio rango de concentraciones, tal como ha sido descrito por Pérez-
Estévez et al., 2000. Los aminoácidos cisteína y alanina tienen un efecto inhibitorio 
sobre la actividad PK, pero no afectan a la actividad ProTαK. Las actividades de la 
ProTαK y de la PK mostradas en la figura 8 se corresponden con los efectos máximos 
de cada efector a las concentraciones indicadas. 
Se ha encontrado que en las células de mamíferos el monómero de la isoforma M2 
funciona como una proteína de unión a la hormona tiroidea 3, 3´, 5-triiodo-L-tironina 
(T3) en un proceso regulado por la FBP [Kato et al., 1989]. La unión de esta forma 
monomérica de la M2 a T3 inhibe la actividad PK. Esta inhibición es revertida por la 
FBP, que permite una asociación tetramérica con elevada actividad PK de la proteína 






investigó si esta hormona peptídica podría afectar a la M2-ProTαK. Específicamente, 
ensayamos la actividad M2-ProTαK a concentraciones de T3 en las que esta molécula 
había demostrado inhibir la actividad M2-PK mediante un mecanismo dependiente de 
la FBP [Kato et al., 1989]. Los resultados de estos experimentos (también mostrados en 
la figura 8) indican que mientras la T3 inhibe la actividad PK, no afecta a la actividad 
M2-ProTαK, lo que sugiere una afinidad exclusiva de la T3 por la proteína M2 con 
actividad PK. 
 
Figura 8. Estudio comparativo de la influencia de distintos efectores en las actividades M2-ProTαK y 
M2-PK. Las actividades enzimáticas fueron ensayadas con la ProTαK y la PK, purificadas respectivamente 
como se indica en el apartado 3.6 de Material y Métodos, en ausencia o presencia de diferentes 
concentraciones de  los efectores. Las barras representan los niveles de actividad enzimática en 
condiciones estándar (sin efector) y los correspondientes en presencia de cada efector a las 






También se ensayó el efecto del PEP sobre la actividad ProTαK, y se encontró que este 
metabolito no influye en dicha actividad (datos no mostrados). Además, el PEP es 
incapaz de reemplazar al ATP para la transferencia de ortofosfato a la ProTα; esto fue 
demostrado por la ausencia de generación de piruvato (como se describe en 
Materiales y Métodos apartado 3.3.3) en una mezcla de reacción que contenía M2- 
ProTαK, ProTα y PEP en sustitución de ATP. 
A juzgar por los resultados del estudio comparativo de las actividades ProTαK y PK, la 
actividad ProTαK parece corresponderse con una pequeña parte (sobre un 10%) de la 
cantidad total de la proteína M2, mientras que el resto del contenido celular de la 
isoenzima M2 se relaciona con la actividad PK. La proteína M2 con actividad ProTαK no 
posee actividad PK observable y muestra importantes diferencias enzimáticas 
(respuesta a efectores, cosustratos, etc) respecto a la isoforma M2 con actividad PK en 
las células NC37.  
Por otra parte, de este estudio se deduce que pequeñas diferencias estructurales de la 
isoforma M2, especialmente aquellas responsables de su afinidad por la ProTα-
Sepharosa, serían las causantes del comportamiento diferencial observado en la 
















3. ESTUDIO DE LA BIFUNCIONALIDAD DE LA 
ISOFORMA M2 DE LA PK 
De acuerdo con los resultados expuestos, parece clara una bifuncionalidad celular de la 
proteína M2 en linfocitos de mamíferos. Por lo tanto, una importante cuestión a 
resolver era el esclarecimiento del origen de esta bifuncionalidad, mediante la cual la 
proteína M2 funcionaría como una proteína quinasa (actividad ProTαK) y como una 
enzima de la glucólisis responsable de la reacción de fosforilación a nivel de sustrato 
que transforma en ATP la energía del PEP (actividad PK). Por ello, el siguiente paso fue 
elucidar las características estructurales que podrían inducir esta funcionalidad dual 
observada en el contenido celular de M2 en las células NC37. 
Dos propiedades descritas tanto para la actividad ProTαK como para la actividad PK 
han servido de base para encaminar nuestra investigación en el estudio de la 
bifuncionalidad de la isoforma M2. Así, la característica de que la actividad ProTαK es 
dependiente de un proceso de fosforilación relacionado con la proliferación celular 
[Pérez-Estévez et al., 2000] y que modificaciones en la estructura cuaternaria de la 
proteína M2 influyen decisivamente en su actividad PK  [revisado en Eigenbrodt et al., 
1992; Mazurek et al., 2005; revisado en Mazurek, 2011] orientaron el planteamiento 
de nuestros experimentos para estudiar la bifuncionalidad de esta proteína.  
 
3.1. Efecto de la fosforilación en la funcionalidad dual de la proteína M2 
Para establecer la influencia que la fosforilación pudiera tener en la bifuncionalidad de 
la proteína M2 y su diferente afinidad por la ProTα, células NC37 fueron marcadas 
metabólicamente con [
32
P]ortofosfato con el fin de establecer su posible incorporación 
a la proteína M2 y analizar el comportamiento de la forma fosforilada. Para ello, se 
prepararon los fraccionados F45 SA y F75 SA de extractos de células marcadas, y se 
separaron mediante cromatografía de afinidad sobre ProTα-Sepharosa. Las diferentes 
fracciones fueron inmunoprecipitadas con anti-M2, analizando en los 






Los resultados mostrados en la figura 9A indican que la proteína M2 presente en la F45 
SA que muestra afinidad por la ProTα (panel superior) y a su vez posee actividad 
ProTαK (panel inferior), se corresponde con la forma fosforilada de esta isoenzima 
(panel medio). Por el contrario, la proteína M2 presente en la F75 SA, sin afinidad por 
la ProTα y sin actividad ProTαK, no presenta incorporación de [
32
P]ortofosfato. 
Para determinar qué aminoácidos están fosforilados en la proteína M2 de la F45 SA, 
dicha proteína fue inmunoprecipitada, separada mediante SDS-PAGE y transferida a 
membrana de nitrocelulosa. La banda que contenía la M2-inmunoreactiva se hidrolizó 
para su análisis de fosfoaminoácidos como se indica en Material y Métodos (apartado 
3.10). Los resultados de este análisis (figura 9B) indican que los residuos fosforilados 
en la secuencia de la M2-ProTαK se corresponden con treonina y serina, siendo 









Figura 9. Estudio de la fosforilación de la proteína M2. A) Influencia de la fosforilación de la proteína 
M2 en su afinidad a ProTα-Sepharosa y en su actividad ProTαK. Lisados de células NC37 marcadas 
metabólicamente con [
32
P]ortofosfato (400 x 10
6
 c.p.m.) fueron precipitados secuencialmente con 
sulfato amónico (45% y 75%) y cromatografiados en columnas de ProTα-Sepharosa. Componentes en los 
diferentes fraccionados se inmunoprecipitaron (IP) con anticuerpo anti-M2; y alícuotas de los diversos 
inmunoprecipitados fueron separadas mediante SDS-PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa y 
analizadas con anti-M2 (panel superior) y autorradiografiadas para detectar la M2 [
32
P]-fosforilada 
(panel medio) o utilizadas para ensayar la actividad ProTαK (panel inferior). B) Análisis de 
fosfoaminoácidos de la proteína M2 [
32
P]-fosforilada. El análisis de fosfoaminoácidos de la [
32
P]-M2 
inmunoprecipitada de la F45 SA separada por afinidad a ProTα-Sepharosa fue realizado como se 
describe en Material y Métodos (apartado 3.10.2). Las flechas indican la migración de aminoácidos no 







La espectrometría de masas de la proteína M2 no nos permitió identificar ningún 
péptido fosforilado que pudiera indicar la posición ni el número de los residuos de 
serina y treonina fosforilados en la secuencia de M2. Esto pudiera deberse a que no 
todos los péptidos trípticos generados mediante una digestión en gel de poliacrilamida 
pueden ser recuperados para su análisis por espectrometría de masas [Villar et al., 
2006], tal como se deduce de los diversos análisis de la proteína M2 mostrados en las 
figuras del Anexo.  
De acuerdo con los resultados recogidos en la figura 9A, parece claro que la 
fosforilación de una parte del contenido celular de la proteína M2 es responsable de la 
habilidad para promover su actividad ProTαK, induciendo su afinidad por la ProTα y su 
capacidad para fosforilarla. Esta fosforilación parcial de la proteína M2, además de 
corresponderse con la isoenzima con actividad ProTαK, se sitúa en el orden de 
magnitud (5-10%) que se ha descrito para la fosforilación de la isoenzima M2 en las 
células en proliferación [Eingenbrodt et al., 1992]. 
 
3.2. Influencia de la estructura cuaternaria de la proteína M2 en su bifuncionalidad 
Varios autores han descrito diversas conformaciones cuaternarias para la isoenzima 
M2, que se corresponden con una forma tetramérica o dimérica de esta proteína y que 
difieren en sus características cinéticas y función [Eigenbrodt & Glossmann, 1980; 
Eigenbrodt et al., 1992; revisado en Mazurek, 2007; Shimada et al., 2008; Zwerschke et 
al., 1999]. Así, la forma tetramérica de la proteína M2 está caracterizada por una gran 
afinidad por el PEP, mientras que la forma dimérica presenta una afinidad baja por 
este sustrato y, a la concentración fisiológica de PEP, posee unos niveles de actividad 
muy disminuidos [Eigenbrodt & Glossmann, 1980; Eigenbrodt et al., 1992; Mazurek et 
al., 2005; Mazurek, 2007].  
Considerando estos datos, investigamos a continuación la posible relación entre la 
estructura cuaternaria de la proteína M2 y su encontrada bifuncionalidad. Para ello 
comparamos las estructuras cuaternarias de la ProTαK y de la PK presentes en las 
fracciones F45 SA y F75 SA de los extractos de células NC37 mediante su separación 






condiciones en las que estos fraccionados no fueron sometidos a ningún tratamiento, 
o se trataron con reguladores que se ha demostrado poseen un efecto significativo 
sobre ambas actividades enzimáticas: la FBP, intermediario glucolítico indispensable 
para la actividad PK (afectando a la estructura cuaternaria de la isoforma M2 al inducir 
su reasociación tetramérica) [Ashizawa et al., 1991; Dombrauckas et al., 2005], y el 
tratamiento con fosfatasa alcalina, que suprime la actividad ProTαK [Pérez-Estévez et 
al., 2000]. En la filtración molecular fueron analizadas las actividades PK y ProTαK; y la 
presencia de la proteína M2 fue determinada mediante Inmunowestern blot. 
La elución de la ProTαK en la F45 SA, tratada y sin tratar con FBP o/y con la fosfatasa, 
se muestra en la figura 10A. En la fracción F45 SA no tratada, la proteína M2 y la 
actividad ProTαK coeluyen mayoritariamente en las fracciones correspondientes a un 
tamaño aproximado de 180 kDa, y en una pequeña proporción en un pico común de 
aproximadamente 60 KDa con baja actividad ProTαK. Este patrón de elución de la 
actividad ProTαK de la proteína M2 se identifica con una organización trimérica (180 
kDa) y monomérica (60 kDa) respectivamente de la M2-ProTαK. Este comportamiento 
es similar al observado para la actividad ProTαK aislada de linfocitos murinos en 
proliferación [Pérez-Estévez et al., 1997]. Como también se muestra en la figura 10A, la 
incubación de la fracción F45 SA con FBP induce una asociación aparentemente 
tetramérica de la proteína M2-ProTαK (240 kDa), que resulta en una pequeña 
disminución de su actividad ProTαK. Cuando los componentes de la fracción F45 SA 
fueron tratados con fosfatasa alcalina, la actividad ProTαK de la proteína M2 fue 
suprimida (figura 10A), en concordancia con resultados anteriores [Pérez-Estévez et 
al., 2000], y ésta proteína eluyó como un monómero. Además, la incubación con FBP 
de esta fracción pre-tratada con fosfatasa (después de eliminar la actividad fosfatasa 
como se indica en Material y Métodos 3.11) no promueve la agregación de la proteína 
M2, ya que el patrón de elución es similar al de la ProTαK en la fracción F45 SA tratada 
con fosfatasa (datos no mostrados).  
El estudio de la elución de la actividad PK y de la proteína M2 en la fracción F75 SA se 
muestra en la figura 10B. En contraste con los componentes de la fracción F45 SA, la 
proteína M2 de la fracción F75 SA no tratada con FBP no muestra actividad PK y eluye 






eleva los niveles de actividad PK, que eluyen como agregados tetraméricos de la 
proteína M2 (240 kDa), mientras que un pico de baja actividad PK está asociado con la 
M2-PK en forma dimérica (120 kDa). El comportamiento de la actividad PK se 
corresponde con lo descrito para la M2-PK en células proliferantes [Eigenbrodt et al., 
1992]. Como se indica también en la figura 10B, el patrón de elución de la M2-PK no se 
altera después del tratamiento con la fosfatasa alcalina en presencia de FBP: ni su 
estructura cuaternaria ni sus niveles de actividad se ven afectados; tampoco el patrón 
de elución de la proteína M2 tratada con fosfatasa en ausencia de FBP se ve 







Figura 10. Análisis de la influencia de la fosforilación y el tratamiento con FBP sobre la estructura 
cuaternaria y las actividades ProTαK y PK. Los componentes de los fraccionados F45 SA (panel A) y F75 
SA (panel B), tratados con y sin fosfatasa o/y FBP, se separaron mediante filtración en gel, y la actividad 
ProTαK y PK en las diferentes y respectivas fracciones se ensayó como se indica en Material y Métodos 
(apartados 3.3.1 y 3.7.1). La presencia de la proteína M2 se determinó analizando alícuotas de las 






De acuerdo con estos resultados, la fosforilación de una pequeña parte (sobre un 10%) 
del contenido celular de la proteína M2 en residuos de serina y treonina parece ser 
esencial para inducir su actividad ProTαK. Esta fosforilación también permite 
asociaciones cuaternarias y ternarias de la M2-ProTαK que favorecen una actividad 
más elevada que la mostrada por las formas monoméricas de la M2-ProTαK 
fosforilada. Sin embargo, no puede descartarse que otros efectores celulares, de forma 
similar a como ocurre con la FBP, puedan también cooperar en la asociación 
oligomérica de la proteína M2 para incrementar la actividad de la M2-ProTαK 
monomérica. La desfosforilación de la isoforma M2 anula su actividad ProTαK y 
previene cualquier estructura cuaternaria asociada. En contraste, la proteína M2 que 
mantiene la actividad PK (aproximadamente un 90% del total) no es afectada por el 
proceso de fosforilación y, con una actividad dependiente de concentraciones 
fisiológicas de FBP, presenta una estructura cuaternaria con dos formas: tetramérica, 




















4. INVESTIGACIÓN DEL COMPORTAMIENTO CELULAR 
DE LA PROTα EN RELACIÓN CON LA ACTIVIDAD 
PROTαK Y LA PROTEÍNA M2 
La  finalidad de este estudio fue la demostración de la capacidad de la ProTα para 
interaccionar in vivo con la proteína M2, como prueba significativa de su relación 
funcional, así como establecer si el resultado de esa interacción in vivo propiciaba la 
fosforilación de la ProTα en los mismos residuos de su secuencia que los fosforilados 
por la M2-ProTαK en su reacción in vitro con dicha proteína.  
 
4.1. Determinación de la interacción in vivo entre la proteína M2 y la ProTα en 
células en proliferación 
Para demostrar la interacción entre la proteína M2 y la ProTα en células en 
proliferación, se realizaron experimentos de coinmunoprecipitación en extractos de 
células NC37 y de células 293T transfectadas con vectores de expresión de la ProTα.  
La inmunoprecipitación de extractos citosólicos de células NC37 fue llevada a cabo con 
anticuerpos anti-ProTα generados contra epitopos de su secuencia localizados en los 
segmentos N- (anti-NT-ProTα) o C-terminal (anti-CT-ProTα) y purificados por afinidad a 
ProTα-Sepharosa (Material y Métodos 3.9.1). Además, debido a la dificultad para 
retener a la ProTα en los diferentes tipos de membranas empleadas en Inmunowestern 
blot, a causa de su carácter extremadamente ácido [Eschenfeldt & Berger, 1986; 
Goodall et al., 1986; Frangou-Lazaridis et al., 1988; Panneerselvam et al., 1988; 
Schmidt & Werner, 1991] y su pequeño tamaño de aproximadamente 12 kDa [Haritos 
et al., 1985a], utilizamos un procedimiento específico para detectar esta proteína en 
los diversos inmunoprecipitados. Así, la transferencia específica de la ProTα 
inmunoprecipitada se realizó a membranas de nitrocelulosa activadas mediante el 
tratamiento con 1% glutaraldehido (Material y Métodos 3.9.2). El análisis de la 






coinmunoprecipitadas que se transfirieron a membranas sin tratar de nitrocelulosa 
para su posterior inmunodetección (Material y Métodos 3.9.3). 
El análisis del material inmunoprecipitado indica que ambos anticuerpos 
coinmunoprecipitan un complejo de la ProTα unida a la proteína M2 (figura 11).  
Aunque la baja inmunoreactividad de los anticuerpos anti-ProTα [Covelo et al., 2006] 
dificultó una exacta evaluación de la cantidad de proteína que inmunoprecipitaba con 
la ProTα, la cuantificación densitométrica de la proteína M2 coinmunoprecipitada con 
los anticuerpos anti-NT-ProTα y anti-CT-ProTα (figura 11) indica que ésta comprende 
aproximadamente un 5-10% del total de la M2 citosólica. Este porcentaje se 
corresponde con la cantidad de la proteína M2 que, en extractos de células NC37, 
presenta afinidad por la ProTα-Sepharosa (figura 3). 
 
 
Figura 11. Coinmunoprecipitación de la ProTα y la proteína M2 en células NC37. Extractos citosólicos (3 
mg) fueron incubados con 20 µl de suero no inmune, con 20 µg de anticuerpo anti-NT-ProTα o con 20 µg 
de anticuerpo anti-CT-ProTα. Alícuotas (1/2 del volumen final) del material inmunoprecipitado fueron 
separadas por SDS-PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpo anti-
M2 (panel superior) o con anticuerpo anti-NT-ProTα sobre membranas de nitrocelulosa activadas con 
1% glutaraldehido (panel inferior), respectivamente (Material y Métodos 3.9.2 y 3.9.3). El input se 
corresponde a un análisis similar de 40 µg de extracto citosólico crudo de células NC37 incubado con 







Continuando el estudio de la habilidad de interacción in vivo entre la ProTα y la 
proteína M2, utilizamos un vector de expresión de la ProTα recombinante derivado del 
plásmido pcDNA 3.1 (con una elevada estabilidad y empleado para la expresión 
transitoria en células de mamíferos) en el que se había insertado el cDNA de la ProTα y 
que además poseía una secuencia codificadora de 6 histidinas en el extremo N-
terminal de la proteína y la secuencia EQKLISEEDL del péptido c-myc en el extremo C-
terminal (tal como se indica en Material y Métodos 1.4).  
Este vector fue transfectado en células 293T y la presencia de la ProTα recombinante 
fue analizada en los extractos celulares mediante Inmunowestern blot. Para la 
inmunodetección de la ProTα recombinante expresada se utilizaron dos anticuerpos 
capaces de reconocer los péptidos añadidos en los extremos de la proteína: los 6 
residuos de histidina y el péptido c-myc (a.a. 410-419). Además, se ensayaron los 
anticuerpos anti-NT-ProTα y anti-CT-ProTα para el reconocimiento de la ProTα 
recombinante y la ProTα nativa (endógena).  
Un análisis preliminar demostró que el anticuerpo anti-CT-ProTα no era capaz de 
reconocer la ProTα recombinante (datos no mostrados), posiblemente a causa de la 
nueva y diferente conformación adquirida por el extremo C-terminal de la proteína al 
añadirle el péptido c-myc.  
Sin embargo, tal como se muestra en la figura 12A, el anticuerpo anti-NT-ProTα fue 
capaz de reconocer y diferenciar la ProTα nativa de la recombinante como dos bandas 
de diferente movilidad electroforética, como consecuencia del mayor tamaño de la 
His6-c-myc ProTα. 
En la figura 12B se presenta la cuantificación densitométrica de los niveles de 
expresión de la ProTα nativa y recombinante en las células 293T, obtenidos de los 
análisis por Inmunowestern blot empleando el anticuerpo anti-NT-ProTα. De acuerdo 
con estos resultados, los niveles de expresión de la ProTα recombinante exceden 
aproximadamente en un 30% a los niveles de la ProTα endógena expresada en las 








Figura 12. Análisis de la expresión de la ProTα recombinante en células 293T. A) Alícuotas (40 μg) de 
los extractos de células 293T transfectadas con  el vector vacío o con el vector de la ProTα recombinante 
fueron separadas mediante SDS-PAGE e inmunodetectadas con el anticuerpo anti-NT-ProTα, con el 
anticuerpo anti-His y con el anticuerpo anti-c-myc respectivamente (ver tabla de Anticuerpos en 
Material y Métodos). B) Cuantificación de los niveles de expresión de la ProTα endógena y 
recombinante en las células 293T. Las barras representan los µg/10
6
 células de la ProTα endógena o 
recombinante, calculados como el valor medio del análisis densitómetrico de los respectivos 
Inmunowestern blots de los extractos de células 293T transfectadas (utilizando el anticuerpo anti-NT-
ProTα para su detección). En la figura se señala además el porcentaje en el que la expresión de la ProTα 









Con el fin de confirmar la interacción in vivo de la ProTα con la proteína M2, los 
extractos de células 293T en los que se había expresado la ProTα recombinante fueron 
inmunoprecipitados con anticuerpos contra el epitopo c-myc: llevamos a cabo esta 
estrategia con la finalidad de inmunoprecipitar complejos ProTα-M2 empleando un 
anticuerpo capaz de reconocer a la ProTα recombinante de forma muy efectiva. Como 
se indica en la figura 13, el análisis del material inmunoprecipitado corroboró la 
presencia de complejos ProTα-M2 en células 293T. 
 
 
Figura 13. Coinmunoprecipitación de la ProTα recombinante y la proteína M2 en células 293T 
transfectadas. Lisados (1.5 mg) de células 293T transfectadas con el vector de expresión de la His6-c-myc 
ProTα o con el vector vacío fueron inmunoprecipitados con 20 µl de suero no inmune o con 8.5 µg de 
anticuerpo anti-c-myc epitopo. Alícuotas (1/2) del material inmunoprecipitado fueron separadas 
mediante SDS-PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpo anti-M2 
(panel superior) o con anticuerpo anti-c-myc-epitopo sobre membranas de nitrocelulosa activadas con 
1% glutaraldehido (panel inferior), respectivamente (Material y Métodos 3.9.2 y 3.9.3) El input se 
corresponde con el análisis de 40 µg de lisado crudo de células 293T. 
 
4.2. Estudio de la actividad M2-ProTαK in vitro e in vivo e identificación de los lugares 
de fosforilación de la ProTα 
A continuación investigamos si la actividad catalítica in vitro de la M2-ProTαK se 
correspondía con la encontrada in vivo para esta enzima. Con esta finalidad, 
realizamos un análisis de los lugares de fosforilación de la ProTα fosforilada in vitro por 
la ProTαK y de la ProTα aislada de células NC37. La ProTα separada mediante SDS-






células NC37 fueron analizadas por espectrometría de masas. Este análisis fue 
realizado considerando que, de acuerdo con resultados previos de nuestro laboratorio, 
los lugares de fosforilación de la ProTα se localizan en su región N-terminal [Pérez-
Estévez et al., 1997]. 
El resultado del análisis espectrométrico (figura 4 del Anexo) indicó que en ambas 
muestras la ProTα aparece fosforilada en un residuo de treonina localizado en la 
posición 7 de su secuencia (remarcada en la figura 14A), lo que demuestra la 
coincidencia de la actividad catalítica in vitro de la ProTαK purificada de células NC37 
con la encontrada in vivo en estas células.     
Este lugar de fosforilación coincide con el observado en esplenocitos de ratón, aunque 
en estas células (activadas con ConA y IL-2), residuos de treonina localizados en 
posición 12 o 13 son también fosforilados in vivo e in vitro por la ProTαK murina 
[Pérez-Estévez et al., 1997]. 
Para corroborar la fosforilación de la ProTα en la treonina 7, utilizamos el vector de 
expresión pcDNA 3.1 de la ProTα recombinante (indicado en el apartado 4.1) en la que 
se introdujo una mutación sustituyendo el residuo de treonina 7 por alanina (T7A). La 
actividad de expresión de este vector en las células 293T fue similar a la del vector de 
la ProTα recombinante nativa, con un nivel de expresión un 25% superior al de la 
ProTα endógena (datos no mostrados).  
Los vectores que expresaban la ProTα T7A y la ProTα no mutada fueron transfectados 
en células 293T, y dichas células marcadas con [
32
P]ortofosfato. La incorporación de 
[
32
P]ortofosfato en la secuencia de la ProTα recombinante fue determinada en los 
inmunoprecipitados obtenidos con anticuerpo anti-c-myc epitopo a partir de lisados de 
células transfectadas. Como indica la figura 14B, solamente la ProTα recombinante no 
mutada es fosforilada en células 293T, mientras que la ProTα mutada no muestra 
incorporación de [
32
P]ortofosfato, confirmando que la treonina en posición 7 es el 








Figura 14. Estudio de los sitios de fosforilación de la ProTα in vivo e in vitro. A) Secuencia de la ProTα 
humana indicando la treonina 7 en la que es fosforilada esta proteína en células NC37 por la M2-
ProTαK. B) Fosforilación de la ProTα recombinante en células 293T. Las células transfectadas con el 
vector de la ProTα recombinante no mutada y mutada (ProTα T7A) y con el vector vacío fueron 
marcadas metabólicamente con [
32
P]ortofosfato. Los extractos de las células 293T (1-1.2 x 10
7
 células) 
fueron cromatografiados sobre columnas de Ni-agarosa, y los eluatos preincubados con suero no 
imnune e inmunoprecipitados con anti-cmyc-epitopo, tal como se indica en Material y Métodos 
(apartados 3.8.5 y 3.9.6.ii). Alícuotas (1/2) del material inmunoprecipitado fueron separadas mediante 
SDS-PAGE, transferidas y sometidas a un análisis autorradiográfico para la detección de la ProTα 
radiactiva ([
32
P]-His6-c-myc-ProTα) (panel superior) o transferidas e incubadas con anticuerpo anti-c-myc 












5. ESTUDIO PRELIMINAR DEL EFECTO BIOLÓGICO DE 
LA FOSFORILACIÓN DE LA PROTα 
Planteamos este estudio con el objeto de aportar conocimiento a la transcendencia 
biológica que el proceso de fosforilación de la ProTα puede tener en su función celular. 
En él se propone investigar la repercusión de dicha fosforilación en dos de los procesos 
celulares en los cuales la implicación de la ProTα está bien documentada: la 
proliferación y la apoptosis celular. 
La proliferación celular propicia la migración de la ProTα al núcleo, participando en la 
remodelación de la cromatina a través de su interacción con las histonas, con sus 
metiltransferasas y acetiltransferasas, y afectando al ensamblado de los nucleosomas 
[Díaz-Jullien et al., 1996; Covelo et al., 2006; Gómez-Márquez & Rodríguez., 1998; 
Freire et al., 2001; Karetsou et al., 2004; Zakharova et al., 2011]. Además, mostrando 
una capacidad multifuncional, la ProTα previene la actividad apoptótica celular 
bloqueando la activación citoplasmática de la caspasa 9 mediada por el apoptosoma 
[Jiang et al., 2003; Qi et al., 2010], un complejo multiproteico formado por la proteína 
adaptadora Apaf-1, el citocromo c liberado de la mitocondria como consecuencia de 
los estímulos apoptóticos y la propia caspasa 9.  
Para determinar como la fosforilación de la ProTα influye en estos mecanismos, 
empleamos el vector de expresión de la ProTα en el que se había mutado la treonina 7 
del lugar único de fosforilación por alanina (ProTα T7A). Los resultados de los 
experimentos diseñados con tal finalidad se detallan a continuación. 
 
5.1. Estudio de la influencia de la fosforilación de la ProTα en su migración al núcleo 
de células en proliferación 
En este estudio nos propusimos el análisis microscópico del comportamiento celular de 
la ProTα endógena y de la ProTα recombinante mutada (T7A) y no mutada expresadas 






una línea celular que por razones morfológicas y de crecimiento encontramos muy útil 
para este tipo de experimentos. 
Así, los ensayos de migración nuclear de la ProTα endógena (figura 15) se llevaron a 
cabo en células HeLa en proliferación con una confluencia aproximada del 60-70%. Los 
núcleos celulares fueron teñidos con DAPI (panel superior izquierda) y la ProTα fue 
reconocida mediante un anticuerpo anti-NT-ProTα (panel superior derecha). Para la 
comprobación de la morfología celular se empleó anticuerpo anti-tubulina (panel 
inferior izquierda). La imagen merge (panel inferior derecha) consiste en la 
superposición de las 3 anteriores.   
Como indica la figura 15, los análisis de la localización celular de la ProTα endógena 
mediante microscopía confocal de fluorescencia muestran una distribución nuclear 
para esta proteína (excluyéndose de los nucleolos) en las células en interfase (las 
imágenes superpuestas demuestran que la ProTα ocupa el mismo área que el DNA 
teñido con DAPI); aunque una pequeña cantidad de la ProTα puede observarse 
también en el citoplasma celular y concentrada especialmente en las áreas 
perinucleares. Por el contrario, las células en mitosis (señaladas con flechas blancas en 
la figura) difieren cualitativamente del resto: la ProTα endógena aparece más difusa, 
su localización es extranuclear y se separa de los cromosomas condensados. Esta 
percepción se refuerza con las imágenes superpuestas, en las que se aprecia 
claramente que la ProTα se excluye considerablemente del volumen ocupado por el 
DNA teñido, confirmando los resultados previos de otros autores que indicaban la 
liberación citoplasmática de esta proteína durante la mitosis [Vareli et al., 1996; Vareli 












Figura 15. Estudio de la localización subcelular de la ProTα endógena en células HeLa mediante 
microscopía de inmunofluorescencia. Monocapas semiconfluentes de células HeLa fueron fijadas y 
sometidas a inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-tubulina (rojo) y anti-NT-ProTα (verde), 
tal como se indica en Material y Métodos (3.13). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). La imagen 
merge consiste en una superposición de las otras 3. Cada experimento se reprodujo, al menos, 3 veces y 







Para resolver la influencia de la fosforilación de la ProTα en su capacidad para migrar al 
núcleo y su localización subcelular, llevamos a cabo el análisis por microscocopía de la 
distribución celular de la ProTα recombinante no mutada y mutada (T7A) en células 
HeLa en proliferación transfectadas con el vector de expresión correspondiente.  
En la figura 16 se observa la localización de la ProTα recombinante capaz de 
fosforilarse en las células transfectadas, mediante el uso de anticuerpo anti-c-myc 
(panel superior derecha; el resto de los paneles de la imagen se corresponden con las 
condiciones ya indicadas para la figura 15). Los resultados de este análisis muestran 
que la ProTα recombinante no mutada se comporta de forma similar a la ProTα 
endógena: migra principalmente al núcleo de células en crecimiento (la ProTα 
sobreexpresada colorea los núcleos de manera uniforme) sin incluirse en los nucleolos. 
Así, las imágenes superpuestas ilustran de forma manifiesta la coincidencia exacta 
entre la distribución celular del DNA teñido y de la ProTα no mutada reconocida con el 
anticuerpo anti-c-myc.  
Por último, estudiamos la localización intracelular de la ProTα recombinante mutada, 
para lo cual las células HeLa en proliferación fueron transfectadas con el vector de 
expresión de la ProTα T7A. Este análisis mediante microscopía confocal de 
fluorescencia se presenta en la figura 17 (las características de los paneles que la 
conforman son similares a las descritas para la figura anterior): no se aprecian 
diferencias en la movilidad celular de la ProTα mutada (T7A) respecto a la no mutada y 
a la ProTα endógena: se distribuye en el núcleo de las células proliferantes en su 
práctica totalidad y, como en los dos casos anteriores no se localiza en los nucleolos 
(que permanecen libres de la ProTα en todas las condiciones estudiadas). 
Los resultados de estos experimentos concluyen que la mutación en el residuo de 
treonina 7 por alanina en la secuencia de la ProTα (que impide su fosforilación) no 
tiene un efecto directo en la localización nuclear de la proteína y, por lo tanto, su 









Figura 16. Estudio de la localización subcelular de la ProTα recombinante nativa en células HeLa 
mediante microscopía de inmunofluorescencia. Monocapas semiconfluentes de células HeLa fueron 
transfectadas con el vector de expresión de la ProTα recombinante nativa y, a las 48 horas, fijadas y 
sometidas a inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-tubulina (rojo) y anti-c-myc (verde), 
según se indica en Material y Métodos (3.13). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). La imagen merge 
consiste en una superposición de las otras 3. Cada experimento se reprodujo, al menos, 3 veces y las 








Figura 17. Estudio de la localización subcelular de la ProTα recombinante mutada (T7A) en células 
HeLa mediante microscopía de inmunofluorescencia. Monocapas semiconfluentes de células HeLa 
fueron transfectadas con el vector de expresión de la ProTα recombinante mutada (T7A) y, a las 48 
horas, fijadas y sometidas a inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-tubulina (rojo) y anti-c-
myc (verde), según se indica en Material y Métodos (3.13.). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). La 
imagen merge consiste en una superposición de las otras 3. Cada experimento se reprodujo, al menos, 3 







5.2. Estudio de la influencia de la fosforilación de la protimosina α en su actividad 
antiapoptótica 
Con la finalidad de establecer la influencia que la fosforilación de la ProTα pudiera 
tener sobre la actividad apoptótica celular, investigamos su efecto sobre la actividad 
de las caspasas dependientes del apoptosoma. 
Para ello, los vectores de expresión de la ProTα recombinante no mutada y mutada en 
su lugar de fosforilación treonina 7 (T7A), indicados en los apartados 4.1 y 4.2, fueron 
transfectados en células 293T. Después de 24 horas se indujo la apoptosis celular 
mediante el tratamiento con estaurosporina. 
La influencia sobre la actividad apoptótica fue evaluada determinando el efecto de la 
expresión de la ProTα no mutada y mutada (T7A) sobre la actividad de la caspasa 9 
(reflejo de la activación del apoptosoma) y de la caspasa 3 (inducida por la activación 
de la propia caspasa 9). Paralelamente, en los diferentes lisados de las células 293T 
transfectadas se estimaron los niveles de expresión de la ProTα endógena y de la 
ProTα recombinante, no mutada y mutada (T7A), mediante Inmunowestern blot. 
Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 18, y en ellos se aprecia 
una disminución de las actividades de las caspasa 9 (panel A) y la caspasa 3 (panel B) 
de un 30% y un 50%, respectivamente, en células 293T en las que se ha inducido la 
sobreexpresión de la ProTα recombinante no mutada con capacidad para fosforilarse y 
en las que posteriormente se estimuló la apoptosis mediante la incubación con 
estaurosporina. Sin embargo, la sobreexpresión en células 293T apoptóticas de la 
ProTα recombinante mutada (T7A), sin capacidad para ser fosforilada, restablece unos 
niveles de actividad para ambas caspasas similares a los observados en las células 
transfectadas con el vector vacío o en las células control (sin transfectar). 
Estos resultados parecen indicar que la ProTα no fosforilada no posee actividad 
antiapoptótica en las células 293T, es decir, que su función en la apoptosis celular 
bloqueando la actividad del apoptosoma [Jiang et al., 2003; Qi et al., 2010] sería 








Figura 18. Efecto de la sobreexpresión de la ProTα sobre las actividades caspasa 3 y caspasa 9 en 
células 293T transfectadas y tratadas con estaurosporina. Las células 293T, 24 horas después de la 
transfección, fueron tratadas con estaurosporina 1µM durante 4 horas para su inducción apoptótica. A 
continuación, fueron lisadas (5 x 10
6
 células) y las actividades caspasa 9 (panel A) o caspasa 3 (panel B) 
ensayadas (Material y Métodos apartado 3.14). En la parte inferior de los paneles se presenta el análisis 
por Inmunowestern blot de los respectivos lisados de las células 293T, transfectadas con los vectores 
indicados, usando anti-NT-ProTα para la detección de la ProTα endógena y de la ProTα recombinante no 
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Los datos presentados en esta tesis proporcionan evidencias de una nueva propiedad 
de la piruvato quinasa (PK) (E. C. 2. 7. 1. 40), enzima clave en la producción celular de 
energía mediante el catabolismo de la glucosa independiente de oxígeno.  
Específicamente, estos resultados indican que la isoforma M2 de la PK es 
enzimáticamente bifuncional, mostrando función glucolítica y proteína quinasa [Díaz-
Jullien et al., 2011]. En otras palabras, la función caracterizada previamente de esta 
proteína de acoplar la energía liberada de la hidrólisis del PEP para sintetizar ATP y 
generar piruvato, se ve modificada a una actividad enzimática totalmente distinta, en 
la que sus sustratos habituales PEP y ADP son reemplazados por ATP y la ProTα, 
funcionando así como una proteína quinasa (ProTαK). 
La nueva capacidad de la isoforma M2 aquí demostrada debe ser añadida a las otras 
funciones biológicas principales descritas para esta proteína: actividad PK en células 
proliferantes con una elevada demanda energética [Eigenbrodt et al., 1992], proteína 
de unión a la hormona tiroidea 3,3´,5-triiodo-L-tironina (T3) en su forma monomérica 
[Kato et al., 1989; Ashizawa et al., 1991], y proteína de unión a factores de 
transcripción (HIF-1, HIF-2, Oct-4) en el núcleo celular, promoviendo la transactivación 
y expresión génica [Luo et al., 2011; Luo &Semenza, 2011; Yang et al., 2011]. 
De acuerdo con los resultados de esta tesis, la nueva habilidad descrita de la isoenzima 
M2 para fosforilar a la ProTα en linfocitos en proliferación está presente solo en una 
pequeña proporción del contenido celular total de la proteína M2. Además, la 
adquisición de la actividad ProTαK por esta fracción de la isoforma M2 parece ser 
debida a un proceso de fosforilación en residuos de serina y treonina que, además de 
ser esencial para su actividad catalítica, induce una asociación trimérica de la ProTαK 
(Resultados 3.1 y 3.2).  
De esta forma, los resultados de nuestro laboratorio demuestran que la fosforilación 
de la isoenzima M2 es la responsable de conferir actividad ProTαK a aproximadamente 
un 10% del contenido celular total de la proteína M2. Esta proporción se ajusta a los 
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niveles de la proteína M2 fosforilada que se han encontrado en células en proliferación 
[Eingenbrodt et al., 1992]; y se encuentra también en concordancia con la cantidad de 
la ProTα que es fosforilada en linfocitos proliferantes (18% del total celular) [Pérez-
Estévez et al., 1997]. 
Conforme a las propiedades de la ProTαK aquí descritas y a aquellas que han sido 
demostradas anteriormente [Pérez-Estévez et al., 1997, 2000], es probable que la 
actividad ProTαK de la proteína M2 pueda ocurrir en cualquier célula de mamífero en 
proliferación. Sin embargo, la especifidad de la M2-ProTαK podría diferir dependiendo 
del origen celular de esta enzima. Así, la ProTαK procedente de linfocitos murinos 
normales fosforila a la ProTα no sólo en el residuo de treonina 7 de su secuencia sino 
también en residuos de treonina en posición 12 o 13 [Pérez-Estévez et al., 1997], 
mientras que la ProTαK de células tumorales fosforila a la ProTα únicamente en 
treonina 7 (presentes resultados; Resultados 4.2 y figura 4 del Anexo). 
La proteína M2 es la isoforma predominante de la PK en células proliferantes [Clower 
et al., 2010; David et al., 2010; Muñoz & Ponce, 2003; Eigenbrodt et al., 1992]; sin 
embargo, dependiendo de las diferentes funciones metabólicas de los tejidos, otras 
isoenzimas de la PK son expresadas mostrando diferencias en sus características 
cinéticas y en sus mecanismos de regulación. Así, la isoenzima tipo L de la PK (L-PK) es 
expresada en tejidos gluconeogénicos como el hígado, riñón e intestino [Brinck et al., 
1994; Domingo et al., 1992; Steinberg et al., 1999]; la isoenzima tipo R (R-PK) se 
expresa en los eritrocitos [Rodríguez-Horche et al., 1987); y la isoenzima tipo M1 (M1-
PK) es característica de los tejidos con elevadas necesidades energéticas, como el 
músculo y el cerebro [Carbonell et al., 1973; Reinacher et al., 1979; Yamada & 
Noguchi., 1999b]. 
La fosforilación de algunas de las isoenzimas de la PK ha sido ampliamente descrita 
[revisado en Mazurek, 2011]. En el caso de la isoforma L hepática se ha demostrado 
que dicha fosforilación controla la actividad PK en este tejido [El-Maghrabi et al., 1980; 
Moule & McGivan, 1991]: la L-PK es fosforilada por una proteína quinasa dependiente 
de cAMP y regulada por el glucagón [Yamada & Noguchi, 1999a], y dicha fosforilación 
provoca su inactivación en condiciones fisiológicas. 
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La isoenzima M1 de la PK no está regulada alostéricamente ni es fosforilada; un dato 
consecuente con los resultados obtenidos en esta tesis en los que no se detecta 
actividad ProTαK para esta isoforma (Resultados 2.5). Además, esta incapacidad de la 
isoforma M1 para fosforilar a la ProTα está en concordancia con el hecho de que la 
concentración de la ProTα en el músculo de mamíferos es inapreciable [Clinton et al., 
1989]. 
En el caso de la isoforma M2, su fosforilación ha sido descrita previamente, aunque la 
significación biológica de esta fosforilación permanece controvertida [Eingenbrodt et 
al., 1992; revisado en Mazurek, 2011]. La proteína M2 parece ser el sustrato de 
proteína quinasas que, en células normales, fosforilan a la isoforma M2 sólo en 
residuos de serina y treonina [Oude Weernink et al., 1990; Mazurek et al., 2007, Le 
Mellay et al., 2002]; mientras que en células tumorales es fosforilada también en 
residuos de tirosina [Presek et al., 1988; Hitosugi et al., 2009]. 
Sin embargo, las características de la fosforilación de la proteína M2 encontrada por 
nosotros en células NC37 difieren de las observadas previamente. Así, no encontramos 
ningún residuo fosforilado de tirosina en la isoforma M2 procedente de linfocitos 
tumorales en nuestro estudio (Resultados 3.1). Por otra parte, demostramos que esta 
fosforilación tiene una clara transcendencia biológica, la de propiciar un extraordinario 
cambio catalítico en la isoenzima M2, que le confiere la función de proteína quinasa 
capaz de fosforilar a la ProTα. Este modificación resulta en importantes diferencias en 
el comportamiento de la proteína M2 y afecta a su afinidad a sustratos y cosustratos y 
a su respuesta a efectores típicos de la PK (Resultados 2.6).  
La estructura trimérica mostrada por la M2-ProTαK complementa las otras dos 
estructuras cuaternarias que se han descrito para la proteína M2, tetrámero y dímero, 
que, a su vez, difieren en su actividad y propiedades cinéticas [Eingenbrodt & 
Glossmann, 1980; Eigenbrodt et al., 1992; Mazurek, 2007, 2011; Shimada et al., 2008; 
Yamada & Noguchi, 1999a, b; Zwerschke et al., 1999]. La forma tetramérica posee una 
elevada afinidad por su sustrato PEP, mientras que la afinidad de la forma dimérica por 
este sustrato es muy baja [Eingenbrodt & Glossmann, 1980; Eigenbrodt et al., 1992; 
Mazurek et al., 2005; Mazurek, 2007]. Esto significa que a concentraciones fisiológicas 
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de PEP únicamente la forma tetramérica de la M2-PK estaría activa, y la forma 
dimérica se encontraría en un estado cercano a la inactividad [Mazurek & Eigenbrodt, 
2003; Eigenbrodt et al., 1992, 1998]. De esta manera, el contenido celular de 
asociaciones tetraméricas y diméricas contribuye a regular la actividad PK de la 
isoenzima M2. 
Las concentraciones de las conformaciones tetrámerica y dimérica pueden oscilar 
dependiendo de la presencia de ciertos intermediarios metabólicos, de la interacción 
con oncoproteínas como HPV-16 E7 [Mazurek et al., 2001, 2005, 2007; revisado en 
Mazurek, 2011] y de modificaciones provocadas por procesos de fosforilación [Hitosugi 
et al., 2009]. Un importante metabolito regulador de la estructura cuaternaria de la 
M2-PK es la fructosa 1,6-bisfosfato (FBP) [Ashizawa et al., 1991; Muñoz & Ponce, 2003; 
Dombrauckas et al., 2005]: a elevadas concentraciones, la FBP interacciona con la 
forma dimérica promoviendo su tetramerización y activación, mientras que la 
liberación de este intermediario glucolítico de la enzima causa su disociación en el 
dímero inactivo. La disociación de la M2 es un proceso reversible en células en división, 
y el dímero reensamblado como tetrámero recupera su actividad enzimática de nuevo 
para la producción de energía (ATP). 
La FBP también parece tener influencia en la actividad ProTαK, induciendo un aparente 
cambio en la estructura cuaternaria de la M2-ProTαK; sin embargo, su efecto en la 
actividad fosforilante sobre la ProTα es muy ligero, por lo que parece improbable que 
esta molécula regule a la ProTαK in vivo, como hace con la actividad PK.   
Además, el aminoácido L-alanina disminuye alostéricamente la afinidad de la M2-PK 
por el PEP y son necesarias concentraciones más elevadas de FBP para inducir su 
tetramerización [Eingenbrodt et al., 1992]; un proceso similar de inhibición de la 
actividad PK es provocado por la L-cisteína [Eigenbrodt et al., 1992; revisado en 
Mazurek, 2011]. Sin embargo, estos aminoácidos no parecen modificar la actividad de 
la ProTαK; como tampoco lo hace la hormona tiroidea 3,3´,5-triiodo-L-tironina (T3), 
cuya capacidad para interactuar con el monómero de la M2-PK, estabilizándolo y 
previniendo su asociación tetramérica, ha sido demostrada [Kato et al., 1989] 
(Resultados 2.6).  
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En este sentido, no puede descartarse que otros efectores, afectando a la fosforilación 
de la proteína M2 o a su asociación cuaternaria, pudieran ser reguladores in vivo de la 
actividad ProTαK. 
 
En lo concerniente a la proteína quinasa que podría ser responsable de la fosforilación 
de la proteína M2 que induce su actividad ProTαK, no parece corresponderse con 
ninguna de las hasta ahora descritas. Así, se han detallado dos proteínas quinasas, la 
quinasa A-Raf [Le Mellay et al., 2002; Mazurek et al., 2007] y la δPKC [Siwko et al., 
2007], con la capacidad de fosforilar in vivo en residuos de serina a la isoforma M2 de 
la PK en células en proliferación.  
Sin embargo, la fosforilación por la isoenzima A-Raf, una quinasa activada en mitosis 
celular, relacionada con la proliferación celular y la diferenciación, y que se expresa en 
tejidos en división [Naumann et al., 1997; Leicht et al., 2007], induce la dimerización 
(inactivación) o tetramerización (activación) de la M2-PK dependiendo de las 
condiciones y rutas metabólicas secundarias, características que no coinciden con las 
que encontramos para la M2-ProTαK.  
La función biológica de la interacción de la isoforma M2 con la δPKC no está todavía 
clara. Se ha sugerido que la fosforilación de M2 por la δPKC podría ser un paso para 
regular su estabilidad y degradación proteolítica [Siwko et al., 2007]. Además, esta 
fosforilación no altera la actividad PK de la proteína M2, por lo que esta enzima no 
parece ser una candidata para promover su actividad ProTαK. 
Recientemente se ha identificado que el receptor FGFR1 de fibroblastos posee 
actividad quinasa y fosforila a la M2-PK en el residuo de tirosina 105, provocando su 
inhibición por la liberación de la FBP y la ruptura de la forma tetramérica [Hitosugi et 
al., 2009]. La quinasa pp60v-src también fosforila en residuos de tirosina a varias 
proteínas celulares incluyendo a la M2-PK [Cooper et al., 1983, Eigenbrodt et al., 1998; 
Presek et al., 1980, 1988], e induce el desplazamiento de la forma tetramérica a la 
forma dimérica de esta isoenzima, anula su afinidad por el PEP y reduce su actividad PK 
[Eigenbrodt et al., 1998; Presek et al., 1980, 1988], aunque ésta puede ser restaurada 
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mediante la incubación con FBP. Otras proteína quinasas que interaccionan con la M2-
PK y la fosforilan en residuos de tirosina promoviendo su inactivación han sido 
descritas: la quinasa JAK-2 [Hitosugi et al., 2009], el receptor IgE [Oak et al., 1999; Ryu 
et al., 2008] y la proteína E7 del virus tipo 16 del papiloma humano, que provoca la 
separación de la proteína M2 en forma dimérica fosforilada del complejo glucolítico 
[Mazurek et al., 2001; Presek et al., 1988; Eingenbrodt et al., 1998; Zwerschke et al., 
1999]. 
De acuerdo con estos datos, las propiedades inducidas por la fosforilación de la 
proteína M2 mediada por estas enzimas no se corresponden con las encontradas en 
esta tesis para la M2-ProTαK. Por lo tanto, parece probable que otra proteína quinasa 
sea responsable de la inducción de la actividad M2-ProTαK. En este sentido, hemos de 
indicar que en experimentos previos realizados en nuestro laboratorio [Pérez-Estévez 
et al., 2000] se encontró que la promoción de la actividad ProTαK en esplenocitos de 
ratón activados para proliferar es un proceso dependiente de la PKC, aunque la PKC no 
fosforila directamente a la ProTα.  
La habilidad recientemente encontrada de la proteína M2 para unirse a péptidos de 
fosfo-tirosina [Cristofk et al., 2008; Hitosugi et al., 2009;], que modulan su 
conformación alostérica provocando la liberación de la FBP y la consiguiente inhibición 
de su actividad PK, evidencia la disponibilidad de esta proteína para ser el sustrato de 
proteína quinasas activadas mediante fosforilación en residuos de tirosina.  
Permanece, por tanto, como un reto futuro la caracterización de la enzima implicada 
en la fosforilación de la isoforma M2 y en la promoción de su actividad M2-ProTαK, así 
como la identificación de los lugares de fosforilación en la secuencia de M2, que 
contribuirá a clarificar el mecanismo de este proceso. En este sentido, en la realización 
de esta tesis no se consiguió reproducir la actividad ProTαK in vitro, usando extractos 
citosólicos de células NC37 (como fuente de la proteína quinasa específica) y proteína 
M2 purificada de esas células como sustrato (previamente tratada con fosfatasa).  
Debe recordarse que en nuestro laboratorio se ha encontrado una enzima, la CK-2, que 
es capaz de fosforilar a la ProTα in vitro [Barcia et al., 1992]. De hecho, los lugares de 
fosforilación de la ProTα se corresponden con motivos CK-2; sin embargo, los sitios de 
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fosforilación de la ProTα por la CK-2, así como las diferentes propiedades de la ProTαK 
respecto a la CK-2 (estructura, masa molecular y composición de subunidades; 
incapacidad para fosforilar a los sustratos de la CK-2, no supresión por anticuerpos 
anti-CK-2 e imposibilidad de usar GTP como donador de fosfato), descartan la 
posibilidad de que, in vivo, la CK-2 se corresponda con la ProTαK, al menos en linfocitos 
[Barcia et al., 1992].  
 
Una cuestión de particular interés es la razón de por qué la actividad ProTαK es 
mostrada por la proteína M2. De acuerdo con las funciones biológicas atribuidas a la 
ProTα y la proteína M2 hasta el momento, varios argumentos pueden plantearse para 
explicar la relación entre estas dos proteínas. Uno podría ser la coincidencia de la 
expresión de la proteína M2 [Noguchi et al., 1986; Clower et al., 2010; David et al., 
2010] y el aumento de la actividad ProTαK con la actividad proliferativa de las células 
[Pérez-Estévez et al., 1997]. En este sentido, la estimulación mitogénica de timocitos 
de rata con concanavalina A e interleuquina-2 demuestra un incremento del mRNA de 
la M2-PK y de la cantidad de proteína de la isoenzima M2 durante la fase S del ciclo 
celular [Netzker et al., 1992]; y concuerda con los niveles más elevados de la actividad 
ProTαK en esta fase del ciclo celular, que comienzan a declinar cuando la células 
entran en la fase G2 [Pérez-Estévez et al., 2000]. 
Otro aspecto que incide en la relación funcional de las proteínas M2 y la ProTα es el 
relativo a las actividades nucleares descritas para estas proteínas. De este modo, se ha 
demostrado la capacidad de la isoforma M2 de migrar al núcleo y se han descrito 
diferentes mecanismos de translocación basados en la existencia de una señal 
inducible de localización nuclear en su extremo C-terminal y en la interacción con otras 
proteínas que provocan modificaciones en su estructura [Hoshino et al., 2007; Spoden 
et al., 2009; Schneider et al., 2002]. Así, la ligasa SUMO-E3 (inhibidor de STAT3) induce 
la sumoilación de la proteína M2 y su transporte al núcleo de la célula, donde 
participaría en la regulación de la transcripción génica [Lee et al., 2008; Luo et al., 
2011; Luo &Semenza, 2011; Yang et al., 2011].  
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Así, recientemente, se ha identificado que la proteína M2 puede actuar en el núcleo 
celular como coactivador del factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1), aumentando su 
actividad transcripcional [Luo et al., 2011; Luo &Semenza, 2011]. Estos datos sugieren 
que la hidroxilación de la proteína M2 dependiente de la hidroxilasa PHD3 permite a 
M2 unirse a la subunidad α de HIF-1 y al coactivador p300, promoviendo y 
estabilizando la unión de HIF-1 en regiones promotoras (elementos de respuesta a 
hipoxia: HRE) de genes relacionados con el metabolismo glucolítico. p300 cataliza la 
acetilación de los residuos de lisina del extremo N-terminal de las histonas del 
octámero e induce cambios en la estructura de la cromatina que promueven la 
transcripción génica dependiente de HIF-1 [Arany et al., 1996].  
Por otra parte, HIF-1 no parece ser la única proteína nuclear regulada por la isoforma 
M2, la cual es capaz también de unirse al factor HIF-2 y potenciar su transactivación 
[Luo et al., 2011]. Además, en el compartimento nuclear, se ha demostrado que la 
isoforma M2 participa en la interacción con la histona H1 [Ignacak & Starchurska, 
2003] y en la modulación del factor de transcripción 4 de unión al octámero (Oct-4), 
implicado en el mantenimiento del estado pluripotencial de las células embrionarias y 
en la prevención de la expresión de genes asociados con la diferenciación [Lee et al., 
2008]. Asimismo, ha sido descrita en el núcleo la interacción de la proteína M2 con la 
β-catenina fosforilada, y la unión del complejo resultante a la región promotora del 
gen CCND1: esta asociación en su conformación activa facilita la liberación de la 
deacetilasa de histonas HDAC3 del promotor, provocando un incremento en la 
acetilación de la histona H3 y la activación de la expresión de la ciclina D1 [Yang et al., 
2011].  
La actividad nuclear de la proteína M2 guarda una importante similitud con la función 
descrita hasta ahora para la ProTα. Así, está bien documentada la migración y actividad 
nuclear de la ProTα [Conteas et al., 1990; Enkemann et al., 2000a; Vareli et al., 2000] y 
su relación funcional con la actividad de la cromatina mediante mecanismos que 
implican su interacción con H1 y las histonas del octámero [Freire et al., 2001; Díaz-
Jullien et al., 1996; Covelo et al., 2006; Papamarcaki et al., 1994; Karetsou et al., 1998; 
Gómez-Márquez et al., 1988; Gómez-Márquez, 2007; George & Brown, 2010; 
Zakharova et al., 2011], con enzimas modificadores de histonas (acetilasas de H3 y H4 
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y metilasa de H3) [Covelo et al., 2006] que incluyen a la acetiltransferasa p300 [Cotter 
& Robertson., 2000], y con diversos factores de transcripción como CBP, SET y STAT3 
[Karetsou et al., 2002, 2004; Yang et al., 2004]. 
Otro argumento, más especulativo, que apoya la correlación funcional de la proteína 
M2 con la ProTα pudiera derivarse de un efecto común antiapoptótico de la isoenzima 
M2 y la ProTα en células en proliferación. Así, el control del flujo glucolítico ejercido 
por la isoforma M2 en las células en proliferación que catabolizan glucosa a lactato 
incluso en presencia de oxígeno (efecto Warburg) [Warburg et al., 1924], induce una 
disminución en la fosforilación oxidativa y en los niveles de especies reactivas del 
oxígeno (ROS) y del citocromo c [Eingenbrodt et al., 1992], y podría promover un 
efecto antiapoptótico que puede estar relacionado con el descrito para la ProTα [Jiang 
et al., 2003; Qi et al., 2010]. En este sentido, se ha demostrado que la estimulación de 
la transcripción del gen PKM de la proteína M2 mediada por la interacción del factor 
SP1 con el  complejo CBP/p300 es inhibida por especies reactivas del oxígeno [Yamada 
& Noguchi, 1999b; Schäfer et al., 1996].  
De esta manera, la participación común de la ProTα y de la isforma M2 en la 
proliferación celular podría también promover otra función esencial que permite 
progresar el ciclo celular: evitar la apoptosis. 
 
Una importante cuestión por resolver es el significado biológico que tiene la 
fosforilación de la ProTα. Aunque en nuestro laboratorio se ha encontrado que la 
fosforilación de esta proteína no afecta a su interacción con las histonas y otras 
proteínas nucleares [Covelo et al., 2006; Freire et al., 2001], hasta ahora no se había 
demostrado la trascendencia biológica de este proceso.  
Los resultados aquí presentados aportan más información sobre el posible sentido 
biológico de la fosforilación de la ProTα, enmarcándose en el efecto de este proceso 
sobre la distribución subcelular de la ProTα y sobre su actividad antiapoptótica. 
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En este sentido, nuestros experimentos de transfección en células HeLa usando la 
ProTα recombinante mutada en su lugar de fosforilación treonina 7 (T7A) indican que 
dicha fosforilación no tiene influencia en su transporte al núcleo celular (Resultados 
5.1). 
No obstante, los resultados de esta tesis sí relacionan la fosforilación de la ProTα con 
su actividad anti-apoptótica: así, la sobreexpresión de la ProTα recombinante no 
mutada en células 293T en las que se ha estimulado la apoptosis provoca una 
disminución de la actividad de la caspasa 9 y caspasa 3 inducidas por el apoptosoma; 
pero este efecto inhibitorio no es observado al sobreexpresar la ProTα incapaz de ser 
fosforilada (mutada en el residuo de treonina 7), lo que parece indicar la dependencia 
de la actividad antiapóptotica de la ProTα sobre la formación del apoptosoma con su 
fosforilación en treonina 7 mediada por la ProTαK (Resultados 5.2).    
Estos resultados se relacionan con los datos previos que señalan las propiedades 
antiapoptóticas de la sobreexpresión de la ProTα en diferentes tipos celulares, cuyo 
mecanismo de actuación se vincula con la inhibición de la formación del apoptosoma y 
la regulación de la activación de la caspasa 9 y la caspasa 3 [Jiang et al., 2003; Qi et al., 
2010, revisado en Letsas & Frangou-Lazaridis, 2006]. El mecanismo antiapoptótico de 
la ProTα parece producirse como resultado de su unión a Apaf-1 para prevenir el 
enlace de este factor con el citocromo c y, por lo tanto, la formación del apoptosoma. 
Bloqueado el apoptosoma, la procaspasa 9 no pude ser activada para inducir la 
activación de la caspasa 3 y la consiguiente cascada efectora que promueve la muerte 
celular programada.  
Otros autores han investigado la función de la ProTα en la apoptosis mediante la 
transfección de un siRNA de la ProTα en diferentes tipos celulares para bloquear la 
traducción de su mRNA [Wu et al., 2011]. Así, han demostrado que el silenciamiento 
del gen de la ProTα acelera el proceso apoptótico después del tratamiento celular con 
inductores de la apoptosis como la actinomicina D o el etopósido.  
Además, recientemente, se ha observado que la sobreexpresión de la ProTα inhibe la 
activación de la caspasa 3 y suprime la ruta de muerte celular programada en células 
neuronales y no neuronales [Dong et al., 2012], reforzando los resultados presentados 
en estas tesis. 
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Finalmente, la importancia del proceso de fosforilación de la ProTα en otros eventos 
nucleares o citoplasmáticos (como su actividad remodeladora de la cromatina [Díaz-
Jullien et al., 1996; Covelo et al., 2006; Gómez-Márquez & Rodríguez, 1998] o su 
asociación con otros factores implicados en la proliferación y supervivencia celular 
[revisado en Letsas & Frangou-Lazaridis, 2006) no debe ser descartada y merece más 
investigaciones futuras. 
Además de profundizar en el conocimiento de los mecanismos responsables de la 
actividad biológica de la ProTα, la experimentación incluida en esta Tesis Doctoral ha 
permitido establecer una novedosa función bioquímica para la isoforma M2, que ha de 
añadirse a las actividades descritas hasta ahora para esta proteína y que se resumen 
en el esquema 1. En él se representa la evolución celular de la proteína M2, de 
acuerdo con lo aportado en nuestra investigación y en otras realizadas en los últimos 
años. Como se indica en dicho esquema, quedan por esclarecer las características de 
actuación y regulación de diversos efectores y mecanismos participantes en la biología 
de la isoforma M2 y de la propia ProTα, que la investigación futura seguro resolverá.  
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Esquema 1. Efecto de diversos metabolitos y mecanismos reguladores en la estructura cuaternaria y 
actividades biológicas descritas para la proteína M2.  
Cabe resaltar, por último, que la actividad bifuncional de la proteína M2 demostrada 
en nuestra investigación, detallada en esta Tesis Doctoral y ya publicada por nuestro 
laboratorio [Díaz-Jullien et al., 2011] ha sido confirmada recientemente por otros 
autores [Gao et al., 2012]: sus resultados corroboran que la isoforma M2 puede actuar 
como una proteína quinasa, en este caso fosforilando directamente a la proteína 
STAT3. Así, será de especial interés en el futuro identificar otros sustratos de la 























VI. CONCLUSIONES  
De la actividad investigadora aquí presentada podemos extraer las siguientes 
conclusiones: 
1. La proteína quinasa que fosforila a la ProTα (ProTαK) purificada de linfocitos 
tumorales humanos (células NC37) y analizada mediante espectrometría de 
masas se corresponde con la proteína M2 expresada por el gen PKM de la 
piruvato quinasa (PK) (EC. 2.7.1.40). 
 
2. Nuestro estudio de la proteína M2 en células NC37 demostró una novedosa 
bifuncionalidad enzimática para esta proteína: actividad PK/actividad ProTαK; 
aunque solo un 10% del contenido celular total de la proteína M2 posee 
capacidad de fosforilación sobre la ProTα. Además, esta fracción se diferencia 
del resto de la M2 celular (que mantiene la actividad PK) por su afinidad 
específica a ProTα-Sepharosa y por su respuesta diferencial a efectores típicos 
de la M2-PK. Por otra parte, la isoforma M1, expresada por el mismo gen, 
posee únicamente actividad PK.     
 
3. En la investigación sobre el origen de la observada bifuncionalidad enzimática 
de la proteína M2, hemos demostrado que la fosforilación en residuos de 
serina y treonina de un 10% del contenido celular de esta proteína es esencial 
para generar su afinidad por la ProTα y, además, promover la adquisición de la 
actividad ProTαK. Esta fosforilación induce una asociación trimérica de la 
isoforma M2 que conlleva un incremento de su actividad ProTαK. Además, 
dicha estructura cuaternaria resulta modificada por la fructosa 1,6-bisfosfato 
(FBP), que provoca una reasociación tetramérica de la proteína M2 fosforilada 
y una ligera disminución de la actividad fosforilante sobre la ProTα. En 
contraste, la proteína M2 con actividad PK no es fosforilada en las células NC37 
y experimenta una evolución de su estructura cuaternaria, dimérica (menos 







4. En el análisis del comportamiento celular de la proteína M2 y la ProTα, 
demostramos la interacción in vivo de la ProTα con aproximadamente un 10% 
de la fracción total de la proteína M2 en diferentes tipos celulares (NC37 y 
293T). Por otro lado, demostramos también que la actividad de la M2-ProTαK, 
fosforilando a la ProTα en un residuo de treonina 7 de su secuencia, se 
manifiesta de forma idéntica in vitro e in vivo. 
 
5. La investigación de la trascendencia que la fosforilación de la ProTα pudiera 
tener sobre algunos aspectos de su actividad biológica demostró que la 
fosforilación de esta proteína en treonina 7 no afecta a su proceso de 
migración al núcleo. Sin embargo, esta fosforilación parece ser fundamental 
para su función citoplasmática relacionada con la regulación de la apoptosis, 
puesto que las células que sobreexpresan la ProTα no fosforilada presentan 
una menor capacidad de prevención de la apoptosis, tal como se demuestra 
por el incremento de las actividades de la caspasa 9 y la caspasa 3 tras la 



































Figura 1. Espectro de masas MALDI-TOF de la mezcla de péptidos obtenidos en la digestión de la 
banda de 60 kDa del gel con actividad ProTαK (purificada del citosol de células NC37 como se describe 

































Figura 2. Espectro de masas MALDI-TOFF de la mezcla de péptidos obtenidos en la digestión de la 



















Figura 3. Espectro de masas MALDI-TOFF de la mezcla de péptidos obtenidos en la digestión de la 








Figura 4. Identificación de los lugares de fosforilación de la ProTα. El espectro MS/MS del péptido 
tríptico T1 (aminoácidos 1-14 de la secuencia de la ProTα) A) derivado de la ProTα desfosforilada in vitro 
y separado por HPLC de fase reversa (masa molecular de 1466.68 Da), B)  de la ProTα nativa purificada 
de células NC37 (masa molecular de 1466.68 + 80 Da) y C) de la ProTα fosforilada in vitro por la M2-
ProTαK (masa molecular de 1466.68 + 80 Da) (C) fue obtenido como se describe en Material y Métodos 
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ProliferationProthymosin α (ProTα) is a multifunctional protein that, in mammalian cells, is involved in nuclear
metabolism through its interaction with histones and that also has a cytosolic role as an apoptotic inhibitor.
ProTα is phosphorylated by a protein kinase (ProTαK), the activity of which is dependent on phosphorylation.
ProTα phosphorylation also correlates with cell proliferation. Mass spectrometric analysis of ProTαK purified
from human tumor lymphocytes (NC37 cells) enabled us to identify this enzyme as theM2-type isoenzyme of
pyruvate kinase. A study on the relationship between ProTαK activity and pyruvate kinase isoforms in NC37
cells and in other cell types confirmed that the M2 isoform is the enzyme responsible for ProTαK activity in
proliferating cells. Yet, about 10% of the cellular pool of the M2 isoform shows specific affinity for ProTα and is
responsible for ProTαK activity. This pool of M2 protein possesses no observable pyruvate kinase activity and
changes its responses to various effectors of pyruvate kinase activity; however, these responses to PK effectors
are maintained by the main cellular fraction containing the M2 isoform. Acquisition of ProTαK activity by M2
seems to be due to the phosphorylation of serine and threonine residues, which, besides being essential for its
catalytic activity, induces a trimeric association of ProTαK. This association can be shifted to a tetrameric form
by fructose 1, 6-bisphosphate, which results in a decrease in ProTαK activity.sin α1; CK-2, casein kinase-2;
L-thyronine; FBP, fructose 1,6-
dehydrogenase; PK, pyruvate
monium sulfate
0; fax: +34 981 596904.
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Prothymosinα (ProTα)1 is a protein of 109 to 111 amino acids that
is widely distributed in mammalian tissues and particularly abundant
in lymphoid cells [1–3]. Structurally, ProTα has a highly conserved
sequence, which includes a central acidic region (residues 41–85)
comprised of Glu and Asp residues [4], a karyophylic signal at its C-
terminus [5], and a 28-amino-acid sequence at its N-terminus
corresponding to thymosin α1 (Tα1), of which ProTα is the precursor
[6]. Regarding its biological function, current evidence indicates that
ProTα is a multifunctional protein. Early research demonstrated that
ProTα plays an essential role in cell division, as established by
experiments with antisense oligonucleotides [7] and gene expression
analyses [8–10]. Regarding its involvement in cell division, experi-
mental data indicate that ProTα migrates to the nucleus, where it
influences chromatin activity. Specifically, it has been shown to affect
transcription activity through interactions with transcription factors
[11–14] and histones [15–17]. Our recent results [18] showing thatProTα interacts with core histones and with a nuclear complex
containing the acetyltransferase and methyltransferase activities of
histones H3 and H4 support the view that the nuclear function of
ProTα in proliferating cells may be related to chromatin remodeling
through interaction with, and modification of, core histones, espe-
cially H3 and H4.
Notwithstanding the evidence of this nuclear role of ProTα,
cytoplasmic functions of ProTα have also been reported in recent
years. The most important function of ProTα is its anti-apoptotic
activity. ProTα inhibits the activation of caspase 3 through an
unknown mechanism [19] in which an interaction with the protein
p8may be involved [20]. Moreover, as noted, proteolytic processing of
part of ProTα in the cytoplasm gives rise to Tα1 (28 amino acids) [21],
which may have some biological function in its own right.
Cytosolic phosphorylation of ProTα also provides an additional
clue to its biological function. Phosphorylation of ProTα, which occurs
at threonine residues, is dependent on cell proliferation [22], but the
biological significance of this phosphorylation remains unknown. The
phosphorylation sites are within casein kinase-2 (CK-2; EC 2.7.11.1)
consensus motifs that are located within the first 14 amino acids of
the ProTα sequence. In fact, we found that CK-2 is able to phos-
phorylate ProTα in vitro, and CK-2 is able to phosphorylate serine and
threonine residues in similar proportions [23]. We later isolated a
cytoplasmic protein kinase, designated ProTαK, from various cell
types, the properties of which indicate that it is the enzyme
356 C. Díaz-Jullien et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1814 (2011) 355–365specifically responsible for the phosphorylation of ProTα in prolifer-
ating cells [24]. Studies of this protein kinase [24,25] isolated from
murine splenocytes indicate that it has a molecular weight of 180 kDa,
that it appears to be constituted by a protein(s) of 60 kDa, and that it
phosphorylates ProTα at threonine residues located at positions 7 and
12 or 13, both in vitro and in vivo. Its phosphorylation sites, together
with the inability of this protein to use GTP as an alternative
phosphate donor and to phosphorylate casein, rule out the possibility
that CK-2 is responsible for the phosphorylation of ProTα, at least in
splenocytes. The activity of ProTαK correlates with cell proliferation
activity, so that during cell cycle progression, ProTαK maintains its
cytoplasmic location and reaches its highest levels of activity in the
G1-S phase [25]. An important feature of ProTαK in splenic lympho-
cytes activated by concanavalin A (ConA) plus interleukin-2 (IL-2) is
that its activity is also dependent on a phosphorylation process included
in a signaling pathway that seems to be dependent on PKC activity,
although this enzyme alone does not phosphorylate ProTαK [25].
The properties of ProTαK showed this enzyme to be a novel
protein kinase that merited characterization. We have therefore
undertaken studies aimed at the structural characterization of
ProTαK. Here, we report experiments leading to the unexpected
identification of ProTαK as part of the M2 isoform of PK (EC 2.7.1.40).
2. Materials and methods
2.1. Materials
The triethylammonium salt of adenosine 5′-[γ-32P] triphosphate
([γ-32P] ATP, 3000 Ci/mmol), [32P] orthophosphate (1–60 Ci/mmol)
and Protein A Sepharose were purchased from GE Healthcare Bio-
Sciences. RPMI 1640, DMEM, PEP, FBP, β-NADH, ADP, L-LDH (from
rabbit muscle), M1-PK (from rabbit muscle), 3′-5′-triiodo-L-thyronine
(T3), streptavidin-agarose, Protein G agarose and anti-c-myc epitope
antibodies were from Sigma. FBS and penicillin/streptomicin were
from BioWhittaker. Lipofectamine 2000 and pcDNA 3.1 myc-His
vector were from Invitrogen. Biotinylated alkaline phosphatase was
from New England Biolabs. Orthophosphate-free DMEMwas fromMP
Biomedicals. ProTα was purified from calf thymocytes as described
[26]. All other reagents and materials were of analytical grade.
2.2. Cells and subcellular fractionation
Transformed human B lymphocytes (NC37 cells) were cultured in
RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine serum and 1%
penicillin/streptomycin and subcellular fractionation was carried out
as described [27]. Briefly, cytosol was obtained from homogenized
cells (about 5×107 cells/ml) by centrifugation at 100,000×g
(cytosolic fraction) and dialyzed against 50 mM Tris–HCl pH 7.5
buffer containing 5% glycerol (v/v), 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, and 40
mM NaF (buffer A).
HEK 293T (293T) cells were cultured adherently in Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
bovine serum and 1% penicillin/streptomycin. Cells were lysed in
buffer 150mMNaCl, 20mMTris pH 7.4, 1% Triton X-100, and 0.5% NP-
40 for 30 min at 0 °C, then incubated with 80 μg/ml Dnase I at room
temperature for 1 h, and centrifuged at 14,000× g for 15 min.
For metabolic labeling of proteins with [γ-32P] orthophosphate,
cells were incubated for 4 h in orthophosphate-free DMEM medium,
then for 14 h in orthophosphate-free DMEM medium containing
100 μCi/ml [γ-32P] orthophosphate.
Rabbitmuscle cytosolic extractwas prepared as described in Ref. [28].
2.3. ProTα expression vector and transfection
The full-length cDNA encoding human wild-type ProTα was
subcloned into the pcDNA 3.1 expression vector, to express epitope-taggedProTαwithHis6 and c-mycpeptide (EQKLISEEDL) at itsN-andC-
terminus, respectively (constructed by GenScript). Mutant ProTα was
generated by site-directed mutagenesis, replacing threonine 7 by
alanine (T7A ProTα) (GenScript). These expression vectors were
transfected into 293T cells using Lipofectamine following the manufac-
turer's instructions for 48 h (empty vector was used as control).
2.4. ProTαK activity assay
Assays of ProTαK activity in the different extracts were performed
as previously described [24] in kinase assay buffer (50 mM Tris–HCl
pH 7.5, 150 mM KCl, 1.6 mM EDTA, 1.6 mM EGTA, 26 mM MgCl2,
3.3 mMDTT, 83 mM β-glycerophosphate, and 5% glycerol) containing
0.1 mM [32P] ATP. The reaction was stopped with Laemmli sample
buffer, and the mixture was analyzed by SDS-PAGE with radiographic
visualization of bands. Phosphorylation of ProTα was expressed in
arbitrary units proportional to the amount of 32P incorporated into
ProTα, as estimated by densitometric scanning of the radiographs. The
effects of FBP (0.5, 2, or 5 mM),Mn2+ (5, 10, or 15mM), L-cysteine (0.05,
0.1, or 0.15 mM), L-alanine (0.5, 1, or 3 mM), or T3 (0.1, 0.5, or 1 μM), on
ProTαK activity were determined by adding the respective effectors at
the indicated concentrations to the extracts, followed by 30-min
incubations at 4°C prior to activity assays.
The ability of PEP to replace ATP for transfer of orthophosphate to
ProTα was assayed by adding 2 mM PEP to phosphorylation reaction
mixtures instead of ATP. The generation of pyruvate obtained as result
of the possible transfer of orthophosphate from PEP to ProTα was
monitored by the PK assay using the NADH/LDHmethod (see below).
2.5. Purification of proteins with ProTαK activity
Cytosolic extracts from NC37 cells were loaded onto phosphocel-
lulose columns (at a ratio of 10 mg of extract per milliliter of ion
exchanger) previously equilibrated with buffer A, and, after washing
with buffer A containing 0.1 M NaCl, ProTαK was eluted with 0.6 M
NaCl. Fractions with ProTαK activity were dialyzed against buffer A
containing 75 mM NaCl and purified by affinity chromatography on
ProTα-Sepharose as previously described [24]. Briefly, 15 mg samples
were purified by affinity chromatography using 1 ml of ProTα-bound
Sepharose, and ProTαK activity was eluted using 1 M NaCl. Subse-
quent to elution, fractions with ProTαK activity were dialyzed against
buffer A and concentrated to 1 mg/ml by centrifugation in Amicon
concentrators (10,000 Da molecular weight cut-off).
Aliquots (200 μg) of purified ProTαK were electrophoresed by SDS-
PAGE (8%gels). After electrophoresis, separatedproteinswere renatured
following themethods of Hutchcroft et al. [29]with slightmodifications.
Briefly, gels were washed twice (15 min each) with 50 mMTris–HCl pH
7.5, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, and 0.005% Tween-20, andwashed twice
with kinase assay buffer. Gels were then cut into slices of approximately
2 mm. Each slicewasminced, and proteinswere eluted overnight at 4°C
in 50 μl of kinase assay buffer. ProTαK activitywas tested in the different
extracts, separately or in combinations, with a focus on extracts from gel
slices containing proteins ranging from 60–70 kDa.
Products in gel slices with maximal ProTαK activity were re-
electrophoresed in SDS polyacrylamide gels. To do this, the gel slices
were washed with H2O (15 min), minced, incubated with 2× Laemmli
sample buffer for 30 min at room temperature, and incubated for
10 min at 40°C before separating by 8% SDS-PAGE. After electropho-
resis, gels were silver stained using the Bio-Rad Silver Stain kit
following the manufacturer's instructions, and stained bands were
further analyzed by mass spectrometry.
2.6. Mass spectrometry
Stained protein bands separated by SDS-PAGE were excised from
gels, digested with trypsin, and analyzed by MALDI-TOF/LS-ESI-IT
357C. Díaz-Jullien et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1814 (2011) 355–365dynamic exclusionmass spectrometry in the Proteomics Service of the
Severo Ochoa Centre for Molecular Biology (Universidad Autónoma,
Madrid, Spain). ProTα phosphorylation sites were identified by
spectrometric analysis from ProTα-derived tryptic peptides by linear
Ion Traps-MS (LIT) using the Simple Ion Reaction (SIR) scanning
mode, as per the manufacturer's instructions [30].
2.7. Purification of the M2 isoform with ProTαK and PK activities
Cytosolic extracts of NC37 cells were either directly chromato-
graphed on ProTα-Sepharose columns as in Ref. [24] or fractionated
with sequential ammonium sulfate (AS) precipitation (45–75%
saturation) to obtain the 45% and 75% AS fractions (F45 AS and F75
AS, respectively) and then fractions subjected to ProTα-affinity
chromatography as above. Aliquots of the different fractions were
dialyzed against buffer A for subsequent ProTαK activity assays or
against 10 mM potassium phosphate buffer pH 6 containing 2 mM
MgSO4, 10 mM β-mercaptoethanol and 0.2 mM FBP (buffer B) for PK
activity assays.
Fractions with ProTαK activity separated by ProTα-affinity
chromatography from the F45 ASwere concentrated by centrifugation
in Amicon concentrators (10,000 Da cut-off) and further purified by
HPLC-ion exchange chromatography in the conditions previously
described [24].
The PK in the F75 AS was further purified as described [28] by
chromatography on phosphocellulose (equilibrated in buffer B) and
elution with 70 mM potassium phosphate buffer pH 6 containing
0.2 mM FBP and 0.5 mM PEP.
Fractions of purified ProTαK and PK were separated by SDS-PAGE
and blotted with anti-M2 (see Section 2.9) and the immunoreactive
protein analyzed by mass-spectrometry as indicated above.
2.8. Affinity chromatography of rabbit muscle cytosolic extracts
Rabbit muscle cytosolic extracts were prepared as described [28].
Affinity chromatography on ProTα-Sepharose columns was carried
out as in Ref. [24]. Aliquots of the different fractions were dialyzed to
assay ProTαK and PK activities as indicated in Section 2.7.
2.9. Antibodies and immunologic assays
Goat antibodies against M1-PK were from Rockland (Gilbertsville,
PA). The monoclonal antibody DF4 against M2-PK was from ScheBo
Biotech (Giessen, Germany), and rabbit anti-c-myc epitope antibodies
were from Sigma. Rabbit antibodies against ProTα were custom-
produced and immunoaffinity-purified as described previously [18].
Immunodepletion and immune kinase assays of ProTαK activity
were carried out using purified ProTαK from F45 AS (as indicated
above). For immunodepletion assays [31], aliquots (50 μg) of ProTαK
were incubated in kinase assay buffer (50 μl) with varying amounts of
non-immune serum, anti-M1 serum, or anti-M2 antibodies. Mixtures
were incubated for 4 h at 4 °C with gentle shaking. Then, 40 μl of
Sepharose-bound protein A (for non-immune serum) or protein G
(for anti-M1 serum and anti-M2 antibodies) was added, and the
mixtures were shaken for another 2 h at 4°C. Immunocomplexes were
collected by centrifugation, and kinase activity in the supernatant was
assayed after adding 100 μM [32P] ATP to the reaction mixture. For
immunoprecipitation, purified ProTαK (300 μg) was diluted to 500 μl
with immunoprecipitation buffer (20 mM Tris–HCl pH 7.6, 75 mM
NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 0.2% CHAPS, 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF and
1 μg/ml of leupeptin, pepstatin, and aprotinin), precleared with non-
immune serum for 2 h at 4 °C, and incubated with 40 μl of anti-M1 or
5 μg of anti-M2 (previously coupled to 40 μl of protein G-Sepharose
beads) for 4 h at 4 °C. Immunocomplexes were recovered by
centrifugation and washed three times with immunoprecipitation
buffer.For immune kinase assays [32], aliquots from the immunopreci-
pitated material were further washed twice with kinase assay buffer,
suspended in 35 μl of the same buffer, and kinase activity was assayed
as described.
For Western blotting analyses, aliquots of the diverse cellular
fractionates or immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE, and
then subjected to Western blotting and proteins transferred to 0.22-
μm nitrocellulose membranes (Schleicher & Schuell Bioscience) were
incubated with primary antibodies. Immunoreactive proteins were
detected using the ECL kit (GE Life Science) following the manufac-
turer's instructions.
Co-immunoprecipitation assays in NC37 cytosolic extracts (3 mg)
were performed using anti-N-terminal or anti-C-terminal ProTα
antibodies, and the immunocomplexes analyzed by Western blotting
with anti-M2, in the conditions described above, or with anti-N-
terminal ProTα antibodies using nitrocellulosemembranes previously
activated with glutaraldehyde as described [18]. Lysates from
transfected 293T cells (1.5 mg) were immunoprecipitated with anti-
c-myc epitope antibodies, and the immunocomplexes were analyzed
by Western blotting with anti-M2 or anti-c-myc epitope (in the same
conditions as described for N-terminal ProTα antibodies).
Quantification of the M2-immunoreactive protein in the diverse
fractionates was deduced from densitometric analysis (Quantity One
software from Bio-Rad) of the respective Western blots, referring the
M2 concentration in these fractionates to the total M2 protein
estimated from the respective inputs.
2.10. Pyruvate kinase activity assay
PK activity was determined using the NADH-LDH coupled method
[28]. Reaction mixtures (1 ml) contained 50 mM Tris–HCl pH 7.6, 0.1 M
KCl, 5 mMMgSO4, 2 mMADP, 2 mMPEP, 0.5 mMFBP, 0.18 mMβ-NADH,
and 8 U of L-LDH. Activity was calculated by monitoring reductions in
absorbance at 340 nm. The effects of FBP, Mn2+, L-cysteine, L-alanine, and
T3 on PK activity were assessed.
2.11. Phospho-amino acid analyses
Phospho-amino acid analyses of in vivo phosphorylated M2
protein were carried out as described [33]. Briefly, the M2 isoform
of PK was purified from metabolically labeled NC37 cells (about
400×106 cpm) as described above, immunoprecipitated with anti-
M2 antibodies, and the immunocomplexes were subjected to SDS-
PAGE, transferred to PVDF membranes and blotted with anti-M2.
Bands containing immunoreactive M2 protein were detected by
autoradiography, excised, boiled for 2 h in 200 μl of 6 N HCl at 110 °C
and centrifuged. The supernatant was diluted with water and
lyophilized. Dried pellets were resuspended in 10 μl of electrophoresis
buffer (50:5:945 acetic acid/pyrimidine/water, pH 3.5) containing
0.5 mg/ml each of phosphoserine, phosphothreonine, and phospho-
tyrosine, and subjected to one-dimensional thin layer electrophoresis
on cellulose plates (Merck) at 4 °C for 1 h at 1000 V. The plates were
then dried, stained with ninhydrin, and autoradiographed for
detection of 32P-labeled amino acids.
2.12. Gel filtration
Components in the F45 AS (600 μg) and F75 AS (400 μg) from
cytosolic extracts of NC37 cells, either untreated or treated with 5 mM
FBP and/or alkaline phosphatase, were chromatographed on Superdex
200 10/300 GL columns (GE Life Sciences) in 20 mM Tris–HCl pH 7.5,
150 mM KCl, 5 mM MgCl2, and 0.18% CHAPS at a flow rate of 0.4 ml/
min. Fractions were collected every minute, and ProTαK and PK
activities in the individual fractions were assayed as indicated above.
The presence of M2-immunoreactive proteins in the different fractions
was determined by Western blotting.
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Dephosphorylation was carried out by incubation of components
in the F45 AS and F75 AS fractions in the presence of biotinylated
alkaline phosphatase at 0.1 U/μg in 50 mM Tris–HCl pH 7.9, 100 mM
NaCl, 1 mM MgCl2, and 0.1 mM ZnCl2 for 30 min at 37°C. Alkaline
phosphatase was depleted by incubation with streptavidin-agarose
following the manufacturer's instructions.
3. Results
3.1. Purification and structural characterization of ProTαK activity in
NC37 lymphocytes
To purify and characterize the protein kinase responsible for the
phosphorylation of ProTα (ProTαK) in proliferating cells, we used
cytosolic extracts from transformedhuman B-lymphocytes (NC37 cells)
in which high levels of ProTαK activity were previously found [24]. We
designed a purification procedure to obtain large amounts of ProTαK
(see Materials and methods) based on ion-exchange chromatography
on a phosphocellulose column followed by ProTα affinity chromatog-
raphy on a ProTα-Sepharose column. The chromatographically purified
ProTαK was then separated by SDS-PAGE and the functionally active
enzyme searched for in the renatured gel. For this, we used a
modification of the gel renaturation technique [29], in which assays
for ProTαK activity are performed in 2-mm slices of renatured gels. We
have previously observed that ProTαK activity co-purifies togetherwithFig. 1. Structural characterization of the protein with ProTαK activity obtained fromNC37 cel
was separated by SDS-PAGE. The gel was then renatured and sliced into 2-mm slices, and Pro
amount of ProTαK activity in each slice is represented by the dark bars. (B) SDS-PAGE analys
by SDS-PAGE, and the gel was stained with silver nitrate. The main band was then cut out, tr
(C) The sequences of the peptides obtained by LS-ESI-IT are shown. The tryptic peptides ide
exon 10, which differentiate the M2 from the M1 isoenzyme, are shown in bold type.a protein(s) of 60 kDa [25], and this procedure allowed us to assay
ProTαK activity not only in separate gel slices but also in various
combinations of slices obtained from different positions in gels. This
analysis indicated that ProTαK activity was exclusively present in the
slice containing proteins ranging 60 kDa (Fig. 1A), and no variation in
ProTαK activity was observed when this slice was combinedwith other
slices (not shown). Separation of the components in the slice with the
highest ProTαK activity by SDS-PAGE showed that itmainly contained a
single protein (Fig. 1B). This protein was further analyzed by mass
spectrometry (Supplementary Fig. 1), and the sequences of its tryptic
peptides, shown in Fig. 1C, identified it as the M2-type isoenzyme of
human PK (sequence inset in Fig. 1C). This identification is unexpected,
since it indicates a novel catalytic behavior for this enzyme, i.e., as a
protein kinase in addition to being part of the glycolytic pathway.
TheM2 isoform is one of the four isoenzymes (L, R, M1, andM2) of
PK in mammals, all of which are encoded by two different genes.
Isoenzymes L and R are encoded by the gene PKL, while M1 and M2
are produced by alternative splicing from a common primary
transcript of the gene PKM. The M2 isoform (inset in Fig. 1) differs
from theM1 isoform by a segment of 56 amino acids, which is derived
from alternative inclusion of exon 9 (M1) or 10 (M2) [34–37]. The
special characteristics of the M2 isoform, being preferentially
expressed in proliferating cells and in tumor cells, make its
relationship with ProTαK feasible because this protein is essential
for cell proliferation [3], and these are the conditions in which
phosphorylation of ProTα takes place. This led us to further confirm
the relationship between ProTαK and the M2 isoenzyme of PK.l extracts. (A) SDS-PAGE separation and in-gel assay of ProTαK activity. Purified ProTαK
TαK activity was assayed in the slices as indicated inMaterials andmethods section. The
is of the gel slice with maximal ProTαK activity. Products in the gel slice were separated
ypsin-digested, and the tryptic peptides were analyzed by mass spectrometry (Fig. S1).
ntified are underlined in the human M2 sequence (inset), and the 56 amino acids from
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lymphocytes
In these experiments, we investigated the characteristics of
ProTαK and PK activities in different cytosolic fractions from NC37
cells. Initially, and according to the demonstrated affinity of ProTαK
for ProTα-bound Sepharose [24], we compared the affinity of both
ProTαK and PK for ProTα in crude cytosolic extracts. These extracts
were also used in parallel experiments to analyze the evolution of the
M2-immunoreactive protein using an anti-M2 monoclonal antibody
that exclusively recognizes the M2 isoform, as well as polyclonal anti-
M1 antibodies that are immunoreactive against both the M1 and M2
isoforms. The results described in Fig. 2A indicate that fractions that
showed affinity for ProTα retained ProTαK activity. Quantification of
the M2-immunoreactive protein (see Materials and methods), either
using anti-M1 or anti-M2 antibodies (Fig. 2A and B show the results
using anti-M2 antibodies) indicated that most of this protein (about
90%) accompanied PK activity, while about 10% of this protein is
retained by the ProTα-Sepharose together with ProTαK activity.
Next, we performed a similar analysis in the cytosolic fractions
fromNC37 cells obtained by sequential fractionation with ammonium
sulfate (AS). As shown in Fig. 2B the ProTαK activity was separated in
the 45% AS saturation fraction (F45 AS), and the PK activity was
separated in the 75% AS saturation fraction (F75 AS). As also shown in
Fig. 2B, the ProTαK and PK activities in the AS fractions maintained
similar patterns in their affinities for ProTα as they did in the whole
cytosolic extracts. The ProTαK activity in the F45 AS showed a strong
affinity for ProTα, while the PK activity in the F75 AS did not interact
with ProTα. According to the densitometric analyses of the Western
blots in Fig. 2B, about 80% of the M2-immunoreactive protein (with
low affinity for ProTα) was in the F75 AS together with the PK activity,
while a 20% was in the F45 AS, with less than 10% shared with ProTαK
its affinity for ProTα.
The ProTαK and PK activities were further purified from the
respective AS fractions, according to the procedures indicated in
Materials and methods. SDS-PAGE and Western blot analysis of the
ProTαK and PK activity, respectively purified from the F45 AS and
F75 AS, showed that the main protein co-eluting with both activities
was immunoreactive to anti-M2 (data not shown). Analyses of the
M2-immunorective protein by mass spectrometry (SupplementaryFig. 2. Comparative analysis of PK and ProTαK activities in NC37 and rabbit muscle cell extra
purified on ProTα-Sepharose columns. The ProTαK and PK activities were assayed in the fr
separated by SDS-PAGE and analyzed by Western blotting using anti-M2 antibodies. The inp
and F75 AS (panel B). (C) Rabbit muscle cytosolic extracts were chromatographed on ProTα
with and without affinity for ProTα. Aliquots (5 μg) of these fractions were analyzed byWest
5 μg of rabbit muscle crude cytosolic extract. Results are representative of three independeFigs. 2 and 3) indicate that protein co-purifying with both ProTαK and
PK activities was the M2 isoform of PK.
To complete the study relating the PK isoforms to the ProTαK
activity, we investigated the ability of the M1 isoenzyme to interact
with and to phosphorylate ProTα, using rabbit muscle extracts that
exclusively contain the M1 isoform. Results in Fig. 2C indicated that
the M1 isoform behaved as the M2 protein with PK activity in F75 AS:
it has very low affinity for ProTα and no ProTαK activity. This inability
of the M1 isoform to phosphorylate ProTα is in agreement with the
fact that the concentration of ProTα in mammalian muscle is
inappreciable [38].
Then we carried out an immunological study of ProTαK in order to
complete its characterization and to determine any specific interac-
tion between ProTα andM2 protein in proliferating cells. As indicated
in Fig. 3A, both anti-M1 and anti-M2 antibodies efficiently abolished
ProTαK activity of the enzyme purified from the F45 AS of the NC37
cytosolic extract. Moreover, these antibodies were able to co-
immunoprecipitate ProTαK activity and theM2 protein from fractions
of the purified ProTαK (Fig. 3B). A similar immunological analysis of
ProTαK purified from cytosolic extracts of murine splenocytes
activated with ConA and IL-2 [24] demonstrated that ProTαK activity
in these cells was also due to the M2 protein (data not shown).
To demonstrate the interaction between M2 and ProTα in
proliferating cells, we performed co-immunoprecipitation experi-
ments. Cytosolic extracts from NC37 cells were immunoprecipitated
with anti-ProTα antibodies raised against epitopes included in
segments of its sequence located either at the N- or C-terminus
[18]. Analyses of the immunoprecipitated material indicated (Fig. 4A)
that both anti-ProTα antibodies co-immunoprecipitate a complex of
ProTα bound to the M2 protein. Co-immunoprecipitation experi-
ments were also carried out in 293T cell lysates that were transfected
with an expression vector harboring recombinant ProTα or trans-
fected with the same empty vector. Analysis of the immunoprecipi-
tated material obtained using antibodies against the c-myc-epitope
corroborates the presence of the ProTα-M2 complex in 293T cells
(Fig. 4B).
Although the low immunoreactivity of the ProTα antibodies [18]
impeded a correct evaluation of the amounts of proteins that co-
immunoprecipitate with ProTα, quantification of the co-immunopre-
cipitated M2 protein in Fig. 4 indicated that it comprised about 5–10%cts. Components from crude cytosol (A) or from the F45 AS or F75 AS (B) were affinity
actions with and without affinity to ProTα. Aliquots (5 μg) of these fractions were also
ut corresponds to a similar analysis of 10 μg of crude cytosol (panel A) or 7 μg of F45 AS
-Sepharose columns, and both ProTαK and PK activities were assayed in the fractions
ern blotting using anti-M1 serum. The input corresponds to theWestern blot analysis of
nt experiments.
Fig. 3. Immunological characterization of ProTαK. (A) Immunodepletion of ProTαK
activity with anti-M1 and anti-M2 antibodies. The activity of ProTαK purified from the
F45 AS of cytosolic extracts of NC37 cells as indicated in Materials and methods was
assayed in the absence or presence of the indicated amount of non-immune serum,
anti-M1 serum, or an anti-M2 monoclonal antibody. Bars indicate kinase activities
expressed as percentages of ProTαK activity in the absence of antibody. Data are
representative of three similar experiments differing by less than 20%. (B) Immuno-
precipitation of ProTαK by anti-PK antibodies. ProTαK purified as in panel A was
immunoprecipitated with 20 μl of non-immune serum, 20 μl of anti-M1 serum, or 5 μg
of anti-M2. ProTαK activity, as well as the presence of M2 protein, was determined
in each of the immunocomplexes. ProTαK activity (upper row) corresponds to the
32P-ProTα detected by autoradiography in the respective reaction mixtures
separated by SDS-PAGE. Aliquots from immunoprecipitated complexes were also
separated in parallel by SDS-PAGE and detected by Western blotting using anti-M1
or anti-M2 antibodies. The positions of the M1 and M2 immune-reactive proteins are
indicated above the immunoglobulin band (bottom of the panel). Results are
representative of three independent experiments.
Fig. 4. Interaction of ProTα and M2 in NC37 and 293T cells. (A) Co-immunoprecipitation o
cytosolic extracts with 20 μl of non-immune serum, or with 20 μg each of anti-N-t
immunoprecipitated materials were separated by SDS-PAGE and blotted with anti-M2 (upp
immunowestern blot analysis of 40 μg of crude cytosolic NC37 extract blotted with anti-M2 o
293T cells. Lysates of 293T cells transfected either with a vector expressing His6-c-myc dou
immune serum or 8.5 μg of anti-c-myc epitope antibody. The immunoprecipitated material w
The input corresponds to the immunowestern blot analysis of 40 μg of crude lysate of 293T
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interaction of M2 with ProTα-Sepharose.
We next investigated whether the catalytic activity of the M2-
ProTαK seen in vitro corresponds to that found in vivo. To this end, we
analyzed by mass spectrometry the phosphorylation sites of ProTα
phosphorylated with M2-ProTαK and compared them with the
phosphorylation sites of ProTα isolated from NC37 cells. Results of
these analyses (Supplementary Fig. 4) showed that in both cases,
ProTα is phosphorylated at the threonine residue located at position 7,
as marked on the human ProTα sequence in Fig. 5A. This phosphor-
ylation site coincides with that seen by us in normal murine splenic
lymphocytes, although in these cells (activated with ConA plus IL-2),
threonine residues located at position 12 or 13 are also phosphory-
lated in vivo and in vitro by murine ProTαK [24].
To confirm the phosphorylation of threonine 7, we generated a
mutant from recombinant tagged ProTα in which this amino acid was
substituted for alanine. Vectors harboring T7A ProTα and non-mutated
recombinant ProTα were transfected into 293T cells, and cells labeled
with 32P-orthophosphate. Incorporation of 32P-orthophosphate into
recombinant ProTα expressed in the 293T cells was determined in the
immunoprecipitates from the lysates of the transfected cells. As shown
in Fig. 5B, only wild-type ProTα was phosphorylated, while mutant
ProTα showed no 32P-incorporation, confirming that threonine 7 is also
the phosphorylation site of ProTα in these tumor cells.
To conclude our comparative study of ProTαK and PK activities, we
investigated the effects of FBP, the cations Mg2+ andMn2+, the amino
acids cysteine and alanine, on both ProTαK and PK activities purified
from the F45 AS and F75 AS. These effectors have previously been
shown to modify PK activity [28,39,40]. Results in Fig. 6 show that
there are differences in the responses of the two enzymatic activities
to some effectors. While FBP is essential for PK activity (note
that standard conditions used to evaluate PK activity include FBP),
ProTαK activity is almost unaffected by this molecule. Both enzymes
were Mg2+ and Mn2+-dependent, and the latter had a strong
activating effect on both enzymatic activities over a wide range off ProTα and M2 protein in NC37 cells. The M2 protein was immunoprecipitated from
erminal (anti-NT) or anti-C-terminal (anti-CT) ProTα antibodies. Aliquots of the
er row) or with anti-NT ProTα (bottom row) antibodies. The input corresponds to an
r anti-NT ProTα. (B) Co-immunoprecipitation of recombinant ProTα and M2 protein in
ble-tagged ProTα or with empty vector were immunoprecipitated with 20 μl of non-
as separated by SDS-PAGE and blotted with anti-M2 or anti-c-myc epitope antibodies.
cells blotted with anti-M2 or anti-c-myc epitope antibodies.
Fig. 5. Study of the phosphorylation sites of ProTα in vivo and in vitro. (A) Sequence of human ProTα, showing the site at which ProTα is phosphorylated in NC37 cells and by theM2-
ProTαK fromNC37 cells (solid arrow). (B) Phosphorylation of recombinant ProTα in 293T cells. These cells, transfected either with a vector expressing wild-type tagged-ProTα, T7A-
tagged-ProTα or empty vector, were metabolically labeled with 32P-orthophosphate. Recombinant ProTα was immunoprecipitated from cell lysates with anti-c-myc epitope
antibodies, separated by SDS-PAGE and 32P-ProTα detected by autoradiography (upper row). Aliquots from immunoprecipitated complexes were also separated in parallel and
blotted to determine the presence of recombinant ProTα (bottom row).
361C. Díaz-Jullien et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1814 (2011) 355–365concentrations. Likewise, cysteine and alanine had an inhibitory effect
on PK but not on ProTαK. Fig. 6 shows the maximal effects of all these
effectors on ProTαK and PK activities at the concentrations indicated.
Given that it has been reported that in mammalian cells a
monomer of M2 isoform functions as a T3-binding protein in a
process regulated by FBP [41], we investigated whether this protein
could be related to M2-ProTαK. Specifically, we carried out a
comparative analysis of the ability of T3 to affect M2-ProTαK activity
at a concentration that has been shown to inhibit M2-PK activity [41].
The results of these experiments, also shown in Fig. 6, indicate that,
while T3 inhibits M2-PK activity, it did not affect M2-ProTαK activity,
which suggests an exclusive affinity of T3 for the M2-PK protein. We
also assayed the effect of PEP on ProTαK activity, and we found that
this metabolite did not affect ProTαK activity. Moreover, PEP was
unable to replace ATP for transfer of orthophosphate to ProTα; this
was demonstrated by the lack of pyruvate generation (as described in
Materials and methods) in a reaction mixture containing M2-ProTαK,
ProTα, and PEP instead of ATP.Fig. 6. Comparative study of the influence of effectors on the M2-ProTαK and M2-PK
activities. Enzymatic activities were assayed with ProTαK and PK, purified as indicated
in Materials and methods, in the absence or presence of different concentrations of
diverse effectors. Bars are representative of activities under standard conditions
(corresponding to kinase and PK buffer assays described in Materials and methods),
and of the maximal effects on activity of each effector at the indicated concentration.
Error bars indicate±SD of four independent experiments.Judging from the results of the comparative study of the ProTαK
and PK activities, ProTαK activity seems to correspond with a small
part (about 10%) of the cellular pool of the M2 protein, the portion
that specifically interacts with ProTα in NC37 and 293T cells. This
portion of the M2 protein displays no observable PK activity and
shows important enzymatic differences with the main cellular
contents of the M2 isoform with PK activity. Moreover, it can be
inferred from this study that small differences in the structure of M2
isoform, specifically those related to its affinity for ProTα, seem to be
responsible for the differential behaviors observed in the M2 protein
with ProTαK and PK activity.3.3. Study of the dual functionality of the M2 isoform of PK
Our next step was, therefore, to elucidate the structural character-
istics that could induce the observed partitioning and dual function-
ality of the M2 cellular pool. Since we have found that ProTαK activity
is dependent on a phosphorylation process also related to cell
proliferation [25] and that modifications in the quaternary structure
of the M2 isoenzyme have been reported to influence the PK activity
of the M2 isoform [42], we attempted to determine if these processes
might be involved in the observed dual functionality of the M2
isoform.
First, we carried out experiments that were aimed at determining
the influence that a phosphorylation process may have on the dual
functionality of the M2 protein. To this end, NC37 cells were
metabolically labeled with 32P-orthophosphate, and its incorporation
into the M2 protein was investigated in the components in the F45
and F75 AS that were separated by affinity to ProTα and immuno-
precipitated with anti-M2. The results in Fig. 7A indicated that
although the concentration of the M2 protein in the diverse fractions
was similar to that found in Fig. 2B, the amount of 32P-phosphorylated
M2 protein corresponds exclusively with the M2with ProTαK activity
present in the F45 AS. Phospho-amino acid analysis of 32P-phosphor-
ylated M2 protein (Fig. 7B) indicates that serine and threonine
residues are phosphorylated in NC37 cells, with a predominant phos-
phorylation of the serine residues.
When we tried to characterize the M2 isoform phosphorylation
sites, we failed in the identification of the phospho-peptides in the
mass spectrometry analyses of the M2 protein with ProTαK activity.
This could be because some peptides were missing among those
derived from the M2 isoform sequence. Therefore, a new approach
will need to be attempted in the future.
Fig. 7. Study of the phosphorylation of the M2 protein. (A) Influence of M2
phosphorylation on its affinity to ProTα-bound Sepharose and on its ProTαK activity.
Lysates of NC37 cells metabolically labeled with 32P-orthophosphate were sequentially
precipitated with ammonium sulfate (45% and 75%) and chromatographed on ProTα-
Sepharose. Components in different fractionates were immunoprecipitated with anti-
M2 monoclonal antibody, and aliquots of the diverse immunoprecipitates were
separated by SDS-PAGE, blotted to determine the presence of M2 (upper row) and
autoradiographed to see 32P-phosphorylated M2 (middle row), or used to assay the
ProTαK activity (bottom row). (B) Phosphoaminoacid analysis of 32P-phosphorylated
M2 protein. Phosphoaminoacid analysis of the 32P-M2 immunoprecipitated from F45
AS fraction separated by affinity to ProTα-Sepharose was carried out as described in
Materials and methods. The arrows indicate the migration of unlabeled phosphoserine
(P-Ser), phosphothreonine (P-Thr), and phosphotyrosine (P-Tyr) detected using
ninhydrin stain.
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quaternary structure of the M2 protein and its dual functionality. To
do this, the quaternary structures of ProTαK and PK in F45 and F75 AS
were analyzed by gel filtration without any prior treatment or with
molecules/treatments that have been shown to have a significant
effect on the following activities: FBP, known to affect PK activity, and
dephosphorylation, reported to abolish ProTαK activity [25]. In
untreated F45 AS, the M2 protein and ProTαK activity co-eluted,
mainly around 180 kDa, and with a smaller proportion in a common
peak around 60 kDa with lower ProTαK activity (Fig. 8A). This elution
pattern, corresponding to the distribution of the immunoreactive M2
protein, probably corresponds to the trimeric and monomeric forms
of the M2 protein, respectively, and is similar to that observed for
ProTαK activity isolated from normal murine proliferating lympho-
cytes [24]. As also shown in Fig. 8A, incubation of the F45 AS with FBP
induced an apparent tetrameric association of M2 protein that
resulted in a small decrease in its ProTαK activity, as previously
observed in Fig. 6. When components in this fraction were treated
with alkaline phosphatase, the ProTαK activity of the M2 protein was
abolished, in agreementwith our previous results [25], and it eluted as
a monomer (Fig. 8A). Furthermore, incubation of this phosphatase-
treated fraction with FBP (after removing the phosphatase activity, as
indicated in Materials and methods) did not promote aggregation of
M2 since elution of M2 was similar to that of the phosphatase-treated
ProTαK in F45 AS shown in Fig. 8A. In contrast, the M2 protein from
the untreated F75 AS did not show PK activity and eluted in the
monomeric form (Fig. 8B). Incubation of the F75 AS with FBP restored
the PK activity, and the highest levels of PK activity co-eluted with
tetrameric aggregates of M2 protein, while a lower PK activity peak
was associated with dimeric M2-PK (Fig. 8B). The behavior of the PKactivity is in agreement with that described for M2-PK in proliferating
cells [42]. Treatment with phosphatase did not cause appreciable
alterations in the pattern of elution of M2-PK activity, whether with or
without further incubation with FBP (the elution pattern of M2-PK
activity after incubation of the fraction with FBP is shown in Fig. 8B).
In accordance with these results, phosphorylation of a small part
(about 10%) of the cellular pool of the M2-type PK in serine and
threonine residues seems to be essential for inducing its ProTαK
activity. This phosphorylation also enables quaternary or ternary
associations of the M2-ProTαK that favor a higher activity than that
shown for the monomeric form of the phosphorylated M2-ProTαK.
However, it cannot be ruled out that other effectors, such as FBP, could
also cooperate in the oligomeric association of M2 to increase the
activity of monomeric M2-ProTαK.
4. Discussion
The data presented here provide evidence of a novel property of
PK. Specifically, our results indicate that the PK isoenzyme M2 is
enzymatically bifunctional, showing both glycolytic and protein
kinase functions. In other words, the previously characterized
function of this protein, to couple the free energy of PEP hydrolysis
to the synthesis of ATP to form pyruvate, is modified to a totally
different enzymatic activity, with the usual substrates PEP and ADP
replaced by ATP and ProTα, so that it also functions as a protein
kinase. However, this newly described ability is displayed by only a
small proportion of the total pool of M2, the main PK isoform in
proliferating cells [36,37,39,42].
The novel ability of the M2 isoform reported here is to be added to
the other two biological functions so far described for this protein. The
principal function is as PK, meeting the high demand for glycolytic
activity in proliferating cells [42]. The second function for the M2
isoform is in the monomeric form, as a T3-binding protein [41].
According to the properties of ProTαK described here as well as
those that have been previously demonstrated [24,25], it is probable
that the ProTαK activity in the M2 protein may occur in any
proliferating mammalian cell. However, specificity of the M2-ProTαK
could differ depending on the cellular origin of this enzyme. Thus,
ProTαK from normal murine lymphocytes phosphorylates not only
threonine 7 but also threonine residues at position 12 or 13 [24], while
ProTαK from tumor cells phosphorylates only threonine 7 (present
results).
Our study demonstrates that phosphorylation of M2 at specific
sites in serine and threonine residues is responsible for conferring
ProTαK activity to less than 10% of the cellular pool of the M2 protein.
This proportion is in agreement with the level of the M2 protein that
has been reported to be phosphorylated in proliferating cells [42]; it is
also in agreement with the amount of ProTα that is phosphorylated in
proliferating lymphocytes (18% of the cellular pool of ProTα) [24].
Phosphorylation of the diverse isoenzymes of PK has been widely
described [42,43], and although in the case of the liver L isotype it has
been shown to control PK activity in this tissue [43,44], in the case of
M2 isoform, the biological significance was, up to now, controversial
[42]. The M2 protein appears to be the substrate for protein kinases
that, in normal cells, phosphorylate M2 at only serine and threonine
residues, while in tumor cells, tyrosine residues were also phosphor-
ylated [45,46]. Yet, the characteristics of the M2 phosphorylation that
we found in NC37 cells differ from those that have been previously
reported. Thus, we did not find any phosphorylated tyrosine residues
in the M2 protein from the tumor lymphocytes, and the phosphor-
ylation conferring ProTαK activity to M2 results in important
differences in the behavior of the transformed M2 pool, including a
specific quaternary structure and a spectacular change in its active
site, affecting both its substrate/co-substrate affinities and its
response to typical effectors of PK. Although the M2-ProTαK
maintains a certain affinity for FBP, the effect of this metabolite on
Fig. 8. Analysis of the influences of phosphorylation and FBP on the quaternary structures and activities of ProTαK and PK. Gel filtration of the components in the F45 and F75 AS was
carried out in Superdex 200 columns (GL 10/300) at a flow rate of 0.4 ml/min, with fractions collected every minute. (A) The effects of phosphatase and FBP treatment on ProTαK in
the F45 AS. Components in the F45 AS, either untreated or incubated with FBP or phosphatase, were loaded onto gel filtration columns, and ProTαK activity and M2 protein levels
were evaluated in each fraction as in Fig. 2. (B) The effect of phosphatase and FBP treatment on PK in the F75 AS. Components of the F75 AS that were either untreated, treated with
FBP, or treated with phosphatase and then with FBP, were loaded onto gel filtration columns, and both PK activity and M2 protein levels were evaluated in each fraction as above.
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PK (see Fig. 6). In view of the low influence of FBP on ProTαK activity,
it seems improbable that FBP regulates ProTαK in vivo, as it does with
PK activity [39]. Other effectors influencing the phosphorylation and/
or the quaternary structure of M2-ProTαKmay be in vivo regulators of
its activity.
Concerning the protein kinase that could be responsible for the
phosphorylation that induces the ProTαK activity of the M2 protein,
two protein kinases, the pp60src [47] and the δPKC [48], have been
reported to phosphorylate the M2 isoform in proliferating cells in vivo
and in vitro. However, the properties induced by phosphorylation of
M2 by these enzymes do not correspond to those found by us for M2-
ProTαK. Specifically, phosphorylation of M2 by pp60src induces
displacement of tetrameric forms of M2 to dimeric forms, which
results in a decrease in its PK activity and which can be restored by
incubation with FBP [42]. A similar effect was not observed for the
M2-ProTαK. Furthermore, since phosphorylation by δPKC does not
alter the PK activity of M2, this enzyme does not seem to be the
candidate for promoting the ProTαK activity of M2. In fact, it has been
suggested that phosphorylation of M2 by δPKC could be a step in its
proteolytic degradation [48]. Therefore, it seems probable that someother protein kinase is responsible for the induction of M2 ProTαK
activity in the cellular M2 pool. Along these lines, we have found that
the promotion of ProTαK activity in murine splenic proliferating
lymphocytes is a PKC-dependent process (PKC by itself did not
phosphorylate ProTα [25]). The recently reported ability of the M2
protein to bind phospho-tyrosine peptides, which affects the PK
activity [49], provides evidence for the availability of this protein to be
a substrate for protein kinases that are activated by tyrosine phos-
phorylation. Future characterization of the enzyme that is involved in
the promotion of M2-ProTαK activity, as well as the phosphorylation
sites onM2, will contribute to clarify themechanism of this process. In
this sense, we have failed in an attempt to reproduce the ProTαK
activity in vitro, using cytosolic extracts of NC37 cells and a purified
dephosphorylated M2 protein from these cells (data not shown).
A question of particular interest is, why is ProTαK activity shown
by M2. It should be noted that we have found one enzyme, CK-2, that
is able to phosphorylate ProTα in vitro [23]. In fact, the ProTα
phosphorylation sites correspond to CK-2 motifs; however, the ProTα
sites phosphorylated by CK-2, as well as the different properties of this
enzyme with respect to ProTαK, ruled out its involvement in vivo, at
least in normal lymphocytes [23]. According to the thus far attributed
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forward to explain the relationship between ProTα and M2. One
might be the coincidence of M2 expression [34,36,37] and the rise of
ProTαK activity with the proliferation activity of the cells [24].
Another, which is more speculative, comes from a common anti-
apoptotic effect of M2 and ProTα in proliferating cells. Thus, the
control of the glycolytic flux exerted by the M2 isoform in pro-
liferating cells [42], which induces a decrease in oxidative phosphor-
ylation, and in the reactive oxygen species and cytochrome c levels,
would promote an anti-apoptotic effect that might be related to that
described for ProTα [19]. As such, the phosphorylation of ProTα by
ProTαK might affect its involvement in the apoptosome. Thus, a
common involvement of ProTα and M2 in proliferation might also
promote another essential function that allows the cell cycle to
progress: the avoidance of apoptosis.
The biological significance of ProTα phosphorylation remains
unsolved. In this sense, we have found that ProTα phosphorylation
does not affect its interactionwith histones and other nuclear proteins
involved in the nuclear function of ProTα [18,27]. Moreover, recent
experiments using ProTα that has been mutated at its phosphoryla-
tion sites (unpublished results) indicated that phosphorylation has no
influence on the nuclear import of ProTα. As a result, the importance
of the ProTα phosphorylation process, whether in ProTα nuclear or
cytoplasmic events (such as chromatin activity, processing to
thymosin α1, or apoptosis), merits further research.
Supplementarymaterials related to this article can be found online
at doi:10.1016/j.bbapap.2010.10.004.
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“Un cuento -al igual que una persona, una mariposa, el huevo de un ave, el corazón humano y 
los sueños -es algo frágil, pues se compone de elementos tan precarios e insignificantes como 
son las veintiocho letras del abecedario y unos cuantos signos de puntuación. O de palabras 
pronunciadas en voz alta, que no son sino sonidos e ideas —cosas abstractas, invisibles, que se 
desvanecen nada más pronunciarlas—, ¿existe algo más frágil que eso?” 
Neil Gaiman 
